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Mitochondrien sind mit einer durchschnittlichen Größe von etwa 1 – 2 µm ein wichti-
ger Bestandteil von eukaryontischen Zellen. Ihre Hauptaufgabe besteht in der ATP-
Synthese, weshalb man Mitochondrien auch als die „Kraftwerke der Zelle“ bezeichnet 
(Hauser, 2006). Je stoffwechselaktiver ein Gewebe ist, desto höher ist auch die An-
zahl an Mitochondrien, die sich in den Zellen des entsprechenden Gewebes befindet. 
So besteht beispielsweise eine Leberzelle zu 25% aus Mitochondrien, was einer Zahl 
von etwa 2000 Mitochondrien pro Zelle entspricht (Kurth et al., 2008). 
 
Mitochondrien liegen im Zytosol einer Zelle vor und sind von einer Doppelmembran 
umgeben, die sich aus einer äußeren und einer inneren Zellmembran aufbaut (Abb. 
1). Die äußere Zellmembran ist mit Porinen durchsetzt, die sie für Moleküle von bis 
zu einer Größe von 10 kDa permeabel macht. Die innere Membran dagegen ist nur 
mit Hilfe von Transportsystemen wie beispielsweise dem Malat-Aspartat Shuttle, zu 











Abb. 1 Querschnitt durch ein Mitochondrium 





Des Weiteren enthält die innere Mitochondrienmembran die Komplexe der Atmungs-
kette und die ATP-Synthase. 
Der mitochondriale Innenraum wird als Mitochondrienmatrix bezeichnet. Die Matrix 
enthält neben der mitochondrialen DNA (mtDNA) auch die zugehörigen Ribosomen, 
transfer RNA (tRNAs) und Enzyme, die für die mtDNA-Expression benötigt werden 







1.2 Mitochondriale DNA in menschlichen Zellen 
 
Die mtDNA des Menschen besteht aus einem leichten (L-Strang) und einem schwe-
ren (H-Strang) Einzelstrang, die sich ringförmig zusammenlagern. 
Mitochondriale DNA hat eine Größe von 16,5 kb (Passarge, 2004) und besteht aus 
37 Genen. Die Gene kodieren vor allem für die Proteine der Atmungskette und sind 
somit maßgeblich an der Energiegewinnung der Zelle beteiligt. Des Weiteren trägt 
die mitochondriale DNA die Erbinformation aller tRNAs und die zweier ribosomaler 
RNAs (rRNAs) (Janning et al., 2008). 
Die zirkuläre mtDNA besitzt im Gegensatz zu der Kern-DNA keine Introns und wird 
rein maternal vererbt (Passarge, 2004), da bei der Befruchtung einer Oozyte allein 
der Zellkern, nicht aber die Mitochondrien eines Spermiums übertragen werden. 
Die Mutationsrate der mtDNA ist im Vergleich zu der Mutationsrate der nukleären 
DNA etwa zehnmal so hoch, weshalb viele Erbkrankheiten auf eine Mutation im mi-
tochondrialen Genom zurückzuführen sind (Janning et al., 2008). 
Die nachfolgende Grafik (Abb. 2) soll eine Übersicht über den schematischen Aufbau 
der mtDNA geben: 
 
                        
 
Abb. 2 Schematischer Aufbau der mtDNA einer menschlichen Zelle  
(BIOCHEMIE.WEB.UNI-MUENCHEN.DE: Das mitochondriale Genom des Menschen, 





Das Vorhandensein dieser eigenen mitochondrialen DNA ist auch der Hinweis für die 
Entstehung der folgenden Theorie. Man geht davon aus, dass Mitochondrien durch 
die so genannte Endosymbiontentheorie entstanden sind. Hinweisend dafür ist, dass 
Mitochondrien viele Eigenschaften besitzen, die eigentlich typisch sind für Prokaryon-
ten. So enthalten sie beispielsweise die typischen Ribosome mit ihren 30S- und 70S-
Untereinheiten und vermehren sich durch Teilung. Das brachte die Idee auf, dass 
sie, ähnlich wie die Chloroplasten der Pflanzenzelle, durch die so genannte Endo-
symbiose entstanden sind. Dabei hat der anaerob lebende Eukaryont den Prokary-
onten, ein Bakterium, aufgenommen und ist mit ihm verschmolzen. Dadurch erhielt 
der Prokaryont seine äußere Membran (die äußere Mitochondrienmembran). Die in-
nere Membran (also die innere Mitochondrienmembran) stellt seine eigene ursprüng-
liche Außenmembran dar. 
Im Laufe der Evolution verloren die beiden Partner zunehmend ihre Eigenständigkeit 
und lebten in einer Symbiose miteinander. Das Genom der bakteriellen DNA verkürz-
te sich über die Zeit, sodass die heutige mitochondriale DNA als Ergebnis blieb 
(Rassow, 2006).   
 
1.3 Das angeborene Immunsystem und allergische Sensibilisierung 
 
Das angeborene Immunsystem des menschlichen Körpers zeichnet sich durch die 
unmittelbare Bekämpfung von in den Organismus eingedrungenen Pathogenen aus. 
Das so genannte unspezifische Immunsystem besteht von Geburt an und reagiert 
auf eingedrungene schädliche Moleküle ohne zeitliche Verzögerung (Rassow, 2006). 
Der Mechanismus der Allergensensibilisierung ist dagegen bisher nur wenig unter-
sucht. Es ist bekannt, dass bei Patienten, die unter einem Risiko stehen, sich auf ein 
bestimmtes Allergen zu sensibilisieren, die naiven CD 4+ T-Zellen in die letztlich Al-
lergie auslösenden TH2-Zellen differenzieren. Zunächst muss das Allergen aber mit 
Hilfe von MHC II Molekülen über antigenpräsentierende Zellen, wie die dendritischen 
Zellen, den CD 4+-Zellen präsentiert werden. Während der Entwicklung einer Sensi-
bilisierung gegen ein bestimmtes Allergen spielen die unterschiedlichsten Faktoren 
eine Rolle. Neben den verschiedenen Zytokinen, die in der Haut vorkommen, spielen 
auch endogene und exogene Signale eine Rolle. 
Die Wichtigkeit des mikrobiellen Umfelds wird deutlich, wenn man betrachtet, dass 




Allergenexposition eine ganz bestimmte Aktivität vorherrscht (Willart et al., 2010). 
Diese Aktivität kann hervorgerufen werden durch die Anwesenheit von pathogen 
associated molecular patterns (PAMPs) oder damage associated molecular patterns 
(DAMPs), aber auch von Zytokinen, ausgeschüttet von Hautzellen, die eine Gewebs-
schädigung erlitten haben (Pelka et al., 2011). Als körperfremd erkannt werden die 
PAMPs mit Hilfe spezifischer Rezeptoren, den membrangebunden, den zytoplasma-
tischen oder den endosomalen pattern recognition receptors (PRRs). Zur Gruppe der 
PRRs zählen neben den Toll-like Rezeptoren (TLRs), auch die NOD-like Rezeptoren 
(NLRs) und die RIG-like Rezeptoren (RLRs).  
Die Aktivierung der TLRs führt wiederum zu einer Aktivierung der dendritischen Zel-
len und der Exprimierung costimulatorischer Moleküle wie CD 80 und CD 86, die ne-
ben der MHC-Präsentation von Antigenen nötig sind, um eine T-Antwort zu induzie-
ren. Die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin (IL)-1, IL-6, IL-12 
und Tumornekrosefaktor α (TNF-α) ist die Folge. PRRs stellen Rezeptoren für bakte-
rielle Bestandteile, aber auch für DAMPs dar.  
DAMPs sind im Gegensatz zu PAMPs nicht Bestandteil eingedrungener exogener 
Stoffe, sondern das Resultat einer Entzündungsreaktion auf dem Boden von oxidati-
vem Stress oder Gewebsschädigung ohne das Vorliegen eines spezifischen Patho-
gens, also einer Infektion. Oxidativer Stress kann beispielsweise entstehen durch 
den Einfluss von Nikotin oder Ozon. Man bezeichnet sie deshalb auch als endogene 
Gefahrensignale. Hitzeschockproteine, Harnsäure und Adenosintriphosphat (ATP) 
sind nur einige Beispiele für DAMPs. 
Neueren Forschungsergebnissen zufolge ist vor allem das Zusammenspiel aus dem 
Vorliegen von PAMPs und DAMPs entscheidend bei der Einleitung einer Immunant-
wort auf Allergene. 
Die Aktivierung der dendritischen Zellen auf einem dieser Wege führt letztlich immer 
zu einer Freisetzung proinflammatorischer Zytokine. Eines dieser Zytokine ist das IL-
1β. Pro-IL-1β kann mit Hilfe der so genannten Inflammasome und Caspase 1 als 
verantwortlichem Enzym in seine aktive Form IL-1β überführt werden. Der Vorgang 
dieser Aktivierung wird zu einem späteren Zeitpunkt der vorliegenden Arbeit noch 
ausführlich besprochen. Des Weiteren sind neben der Caspase 1 noch andere Pro-
teasen wie die Caspase 11 oder die Elastase in der Lage, die Umwandlung von Pro-
IL-1β in das biologisch aktive IL-1β zu katalysieren. Man geht davon aus, dass IL-1β 




Entzündungsreaktion beteiligt sind (Willart et al., 2010). Es bewirkt die Sensibilisie-
rung eines Organsimus auf ein bestimmtes Allergen, indem es antigenpräsentierende 
Zellen aktiviert und zusammen mit TNF-α und IL-18 die Abwanderung von den 
Langerhans‘ Zellen in die regionalen Lymphknoten fördert (Cumberbatch et al, 1997, 
Antonopoulos et al., 2008). Dort kommt es zu der üblichen Aktivierung von TH1- und 
zytotoxischen TH8-Zellen und der Bildung des Memory-Effekts mit Hilfe von Ge-
dächtniszellen, die bei einer erneuten Allergenexposition für die heftige Reaktion des 
Immunsystems auf das Antigen verantwortlich sind (Coors et al., 2010). 
IL-1 ruft als Entzündungsmediator auch die klassischen klinischen Zeichen einer Ent-
zündung im Gewebe hervor: Tumor (Schwellung), Rubor (Rötung), Calor (Überwär-
mung), Dolor (Schmerz) und Functio laesa (eingeschränkte Funktion) (Stutz et al., 
2009). 
 
Keratinozyten stellen in unserem Organismus die erste Barriere dar, die ein Patho-
gen überwinden muss, um dem Organismus Schaden zufügen zu können 
(Dombrowski et al., 2012). Sie spielen also eine wichtige Rolle bei der Bekämpfung 
von Bakterien, Viren oder Pilzen und den Folgen, die durch das Eindringen dieser 
Erreger hervorgerufen werden. Aber genauso sind sie auch in der Lage auf endoge-
ne Stressoren wie DAMPs zu reagieren. Hierfür sind sie mit Inflammasomen ausge-
stattet, die diese Gefahrenstoffe erkennen und über die Bildung von Inflammasom-
komplexen zu einer IL-1β Freisetzung führen. IL-1β aus Keratinozyten wiederum ist 
dann für die Aktivierung der T-Zellantwort verantwortlich und spielt damit eventuell 
eine Rolle bei der Sensibilisierung auf ein bestimmtes Allergen (Renne et al., 2010). 
Keratinozyten stellen auch die Grundlage für die Versuche dieser Arbeit dar. 
 
Ein weiterer wichtiger Bestandteil der angeborenen Immunabwehr ist das Komple-
mentsystem. Die etwa 30 Glykoproteine des Komplementsystems werden in der Le-
ber synthetisiert und liegen so permanent im Blut vor. Über die Aktivierung dieser 
Proteine kommt es auf verschiedenen Wegen zu einer Porenbildung und damit Lyse 
der infizierten Zelle (Rassow, 2006). 
 
Im Gegensatz zum unspezifischen Immunsystem reagiert das adaptive (spezifische) 









Ein Inflammasom ist ein Multi-Proteinkomplex, der im Zytosol der Epithelzellen unse-
rer Haut vorliegt und mit an erster Stelle steht, um Schadstoffe zu erkennen und zu 
bekämpfen (Iversen et al., 2008). Benannt sind Inflammasome nach ihrer Eigen-
schaft, dass sie nach ihrer Aktivierung für die Sekretion von Interleukin-1β (IL-1β) 
und Interleukin-18 (IL-18) verantwortlich sind und so eine Entzündungsreaktion in 
unserem Organismus auslösen. Sie gehören zur Gruppe der im vorherigen Abschnitt 
beschriebenen nucleotide-binding domain leucine-rich repeat-containing receptors, 
also der NOD-like Rezeptoren (NLRs), die genau wie die Toll-like Rezeptoren (TLRs) 
eingedrungene körperfremde Stoffe, wie zum Beispiel Lipide, Proteine und Nuklein-
säuren, detektieren können. Derzeit sind mehr als 20 Untergruppen der NLRs be-
kannt, die jedoch alle eine C-terminale Leucin-reiche (LRRs) und eine Nukleotid bin-
dende Region (NBD) gemeinsam haben. Mit Hilfe der LRRs werden körperfremde 
Stoffe erkannt und der Rezeptor aktiviert. Die eigentliche Unterscheidung der NLRs 
erfolgt an ihrem N-terminalen Ende. Die größte Gruppe besitzt an dieser Stelle eine 
Pyrin-Region und wird daher NLRP genannt. Die Aktivierung dieser NLRP Proteine 
führt zu einem Zusammenschluss mit anderen proinflammatorischen Proteinen, wie 
Caspase 1 (Alnemri, 2010, Stutz et al., 2009). Caspase 1 wiederum katalysiert die 
Reaktion der inaktiven Vorläuferformen Pro-IL-1β und Pro-IL-18 in ihre biologisch 
aktive Form (Keller et al., 2008, Nickel et al., 2009). Aktiviertes IL-18 erhöht die Men-
ge an IgE im Organismus (Sutterwala et al., 2006), was bei der Allergieentstehung 
eine Rolle spielt. 
 
Die Rolle von IL-1β wurde im vorhergehenden Abschnitt bereits ausführlicher be-
leuchtet. Es spielt eine Rolle bei der Migration von Langerhans‘ Zellen und der Prä-
sentation von Antigenen sowie bei der Prägung von T-Zellen (Sutterwala et al., 
2006). Des Weiteren bewirkt es letztlich eine Lymphozytenaktivierung und involviert 
damit neben dem unspezifischen Immunsystem auch das adaptive Immunsystem in 





1.4.1 Das NLRP3-Inflammasom 
 
Das NLRP3-Inflammasom ist das bisher am besten untersuchte Inflammasom. Es 
bindet mit Hilfe seines apoptosis-associated speck like Proteins (ASC-Protein) an 
das Enzym Pro-Caspase 1 (Latz, 2010). Diese Bindung überführt Pro-Caspase 1 in 
seine aktive Form Caspase 1, eine Cysteinprotease, welche wiederum Pro-IL-1β in 
die aktive Form IL-1β spaltet (Fernandes-Alnemri et al., 2009). Neben vielen Mikro-
organismen, wie Viren (Influenza A, Adenoviren, u.a.), Bakterien (Staphylokokkus 
aureus, E. coli, u.a.) oder Pilzen (Candida albicans), können auch PAMPs und ande-
re Substanzen, wie Asbest, zu einer Aktivierung dieses Inflammasomkomplexes füh-
ren. Aber nicht nur exogene Stimuli beeinflussen die Aktivität von NLRP3, sondern 
auch endogene Einflüsse, v.a. Stressfaktoren. Das wichtigste Molekül hierbei ist 
ATP, welches beim Vorgang der Apoptose freigesetzt wird. Des Weiteren sind auch 
ganze Kristalle in der Lage NLRP3 zu aktivieren. Dies geschieht dann, wenn norma-
lerweise im Organismus gelöste Stoffe zu Kristallen ausfallen und akkumulieren, wie 
es zum Beispiel beim Krankheitsbild der Gicht der Fall ist. Dabei häuft sich Harnsäu-
re im Körper an und fällt als Harnsäurekristalle aus. Über die Aktivierung von NLRP3 
durch diese Kristalle kommt es zu der im Rahmen dieses Krankheitsbilds typischen 
Arthritis (Gelenkentzündung). Darüber hinaus ist für die NLRP3 Aktivierung eine 
niedrige intrazelluläre Kaliumkonzentration notwendig. Dies wird auf unterschiedli-
chen Wegen erreicht, z.B. durch in die Zellmembran porenbildende Substanzen oder 
durch ATP, welches über den Einbau von Pannexin-1 in die Membran ebenfalls zu 
einem Kaliumausstrom führt (Stutz et al., 2009). Abbildung 3 gibt einen Überblick 
























    
Abb. 3 Darstellung des NLRP3-Inflammasomkomplexes. Der Komplex besteht aus dem 
NLRP3-Protein, das über das Adaptorprotein ASC mit der Pro-Caspase 1 verbunden ist 
(nach Stutz et al., 2009).  
 
1.4.2 Das AIM2-Inflammasom 
 
Der Name AIM2 steht für absent in melanoma 2 (Hornung et al, 2010) und es ist das 
erste entdeckte Inflammasom, das nicht zur Gruppe der NOD-like Rezeptoren 
(NLRs) gehört (Schroder et al., 2010). Es handelt sich bei diesem Inflammasom um 
einen zytosolischen Multi-Proteinkomplex, der in der Lage ist im Zytosol vorliegende 
doppelsträngige DNA (dsDNA) mit Hilfe seiner HIN200-Region zu erkennen und zu 
binden. Die Bindung von AIM2 an Pro-Caspase 1 erfolgt auch hier, wie beim NLRP3-
Inflammasom, über das Adaptorprotein apoptosis-associated speck like Protein 
(ASC-Protein). Das AIM2-Inflammasom war in dieser Arbeit von besonderem Inte-
resse, da v.a. die Funktion von AIM2 im Zusammenhang mit der Detektion doppel-
strängiger mitochondrialer DNA untersucht werden sollte (Fernandes-Alnemri et al., 
2009, Stutz et al., 2009). Nachfolgend ist der Signalweg von der Aktivierung von 
AIM2 durch doppelsträngige DNA bis zur Freisetzung des Zytokins IL-1β dargestellt 
(nach Hornung et al., 2010, Stutz et al., 2009). Doppelsträngige DNA kann entweder 
exogener, also als ein von außen in die Zelle eindringender Stressor, oder endoge-
ner Natur im Zytosol der Zelle vorliegen und wird dort von AIM2 detektiert und ge-


























































Abb. 5 Bindung der DNA an AIM2. Die DNA wird über die HIN200 Region des AIM2 gebunden 






























Daraufhin formt sich der Inflammasomkomplex (Abb. 5) aus AIM2 mit der gebunde-
nen doppelsträngigen DNA und dem Adaptorprotein ASC. Über das ASC-Protein 
erfolgt dann die Bindung an die biologisch noch inaktive Form der Pro-Caspase 1 
(Abb. 6), die durch die erfolgreiche Bindung an ASC durch Autokatalyse in die aktive 
Cysteinprotease Caspase 1 umgewandelt wird (Fernandes-Alnemri et al., 2009). 
Caspase 1 katalysiert die Reaktion von Pro-IL-1β in die biologisch wirksame Form IL-
1β (Abb. 7) mit den entsprechenden Folgen für den Organismus, die im vorherge-




















Abb. 6 Bindung von AIM2 an Pro-Caspase über das ASC-Protein. Pro-Caspase 1 wird so in 
















































Abb. 7 Induktion der IL-1β Sekretion. Die aktivierte Cysteinprotease Caspase 1 bindet in ihrer 
Substratbindungsstelle das proinflammatorische Zytokin Pro-IL-1β und induziert des-
sen Umwandlung in die aktive Form IL-1β (nach Stutz et al., 2009). 
 
 
1.4.3 Inflammasome und Keratinozyten 
 
Keratinozyten bilden die äußerste Barriere, die ein Pathogen überwinden muss, um 
unseren Organismus zu schädigen. Um ihre Schutzfunktion besonders effektiv erfül-
len zu können, sind sie mit einer Vielzahl von Mechanismen ausgestattet, u.a. den 
Inflammasomen. Besonders gut charakterisiert ist in diesem Zusammenhang das 
AIM2-Inflammasom. Es ist bekannt, dass zytosolische DNA als Aktivator des AIM2-
Inflammasoms dient. DNA liegt in gesunden Zellen ausschließlich im Zellkern und in 
den Mitochondrien vor. Exogene DNA wird mit Hilfe des Enzyms Desoxyribonuklease 
(DNase) beseitigt. Nicht jedoch im Falle des Krankheitsbildes der Psoriasis, bei der 
die Funktion des AIM2-Inflammasoms besonders gut untersucht ist. Die Psoriasis 
gehört zur Gruppe der entzündlichen Hauterkrankungen, bei denen eine Aktivierung 
des Inflammasoms zu einer Sekretion des Entzündungsmediators IL-1β führt. Stu-




























TH17-Antwort verantwortlich ist und somit eine wichtige Rolle im Zusammenhang der 
Pathogenese des Krankheitsbildes der Psoriasis spielt (Dombrowski et al., 2011). 
 
1.5 Zusammensetzung und Wirkung von Bienengift 
 
Das Gift der Honigbiene (Apis meliphera) (Coors et al., 2010) besteht aus vielen un-
terschiedlichen Bestandteilen, darunter verschiedene Peptide, Enzyme und Amine 
wie Histamin (Tu et al., 2008). Es ist in der Lage eine Typ-I-Allergie auszulösen, die 
bei einer ausgeprägten Unverträglichkeit bis zum anaphylaktischen Schock führen 
kann. Die Symptome einer solchen Unverträglichkeit reichen von einem einfachen 
Juckreiz, über Dyspnoe und Unruhe bis hin zu Tachykardie, einem Blutdruckabfall 
und einem Atem- und Kreislaufstillstand (Coors et al., 2010). Die beiden Hauptbe-
standteile des Bienengifts stellen das Peptid Melittin (vgl. 1.5.1) und das Enzym 
Phospholipase A2 dar. Melittin macht etwa 50% des gesamten Bienengifts aus, die 
Phospholipase A2 etwa 10% (Kwon et al., 2002). Die schädigende Wirkung der 
Phospholipase A2 ergibt sich aus ihrer Rolle im Abbau biologischer Membranen. Der 
wichtigste Bestandteil solcher Membranen ist das Lecithin und dieses ist damit auch 
Hauptangriffsort der Phospholipase A2. Die Esterbindungen der glycerinhaltigen 
Phospholipide des Lecithins werden durch das Enzym hydrolysiert, so dass das als 
Detergens wirkende Lysophophatidylcholin entsteht. Über den Angriff von biologi-
schen Membranen hinaus wirkt die Phospholipase A2 im Rahmen einer allergischen 
Reaktion als Hauptallergen (Rassow, 2006). Des Weiteren spielt das Enzym eine 
bedeutende Rolle im Rahmen von Entzündungen. Mit Hilfe der Phospholipase A2 
wird Arachidonsäure aus Phosphatidylinositol freigesetzt, welche wiederum zu 
Prostaglandinen und Leukotrienen verstoffwechselt wird (Hauser, 2006). Prostaglan-
dine wirken überwiegend auf das Blutgefäßsystem, wo sie durch eine Dilatation der 
Gefäße zu einem Senken des arteriellen Blutdrucks führen. Darüber hinaus erhöhen 
sie die Kapillarpermeabilität und führen zu Fieber. Bei einer Gewebsschädigung, die 
aus dem Kontakt mit dem Bienengift entsteht, wird durch die zusätzliche Induktion 
der zytosolischen Phospholipase A2 innerhalb kürzester Zeit die Prostaglandinbio-
synthese gesteigert. Dieser schnellen Phase der Biosynthese schließt sich eine meh-
rere Stunden dauernde langsame Phase an. Diese Phase läuft über die durch den 
Kontakt mit dem Bienengift freiwerdenden Zytokine IL-1β (vgl. Ergebnisteil) und TNF-




Synthase kommt. Über eine Sensibilisierung peripherer Schmerzrezeptoren steigern 
Prostaglandine die Schmerzempfindung. IL-1β gelangt über das Blut in die Endothel-
zellen der Kapillaren des Gehirns und steigert dort die Prostaglandinsynthese. Da 
Prostaglandine lipophil sind, sind sie in der Lage die Blut-Hirn-Schranke zu überwin-
den und neuronale Rezeptoren und Gliazellen zu aktivieren. Diese Aktivierung stei-
gert die Erregbarkeit der Neurone, woraus das erhöhte Schmerzempfinden resultiert 
(Deutzmann, 2006). Wie bereits oben beschrieben, wird mit Hilfe der Phospholipase 
A2  Arachidonsäure aus Phosphatidylinositol freigesetzt, welche wiederum zu 
Prostaglandinen und Leukotrienen verstoffwechselt wird (Hauser, 2006). Leukotriene 
locken Leukozyten chemotaktisch an und begünstigen deren Anheftung an das En-
dothel. Sie spielen somit auch eine entscheidende Rolle vor allem in der unspezifi-
schen Immunabwehr bei Entzündungen oder bei allergischen Reaktionen. Leukotrie-
ne, die in Mastzellen oder Eosinophilen gebildet werden, wirken stark bronchokon-
striktorisch. Darüber hinaus bewirken sie eine Kapillarpermeabilitätssteigerung und 




Melittin ist der Bestandteil von Bienengift, der den größten Anteil in der Zusammen-
setzung bildet (Kwon et al., 2002). Es ist ein hydrophobes Hexacosan-Peptid, das 
aus folgenden Aminosäuren aufgebaut ist: H2N – Gly – Ile – Gly – Ala – Val – Leu – 
Lys – Val – Leu – Thr – Thr – Gly – Leu – Pro – Ala – Leu – Ile – Ser – Trp – Ile – Lys 
– Arg – Lys – Arg – Gln – Gln – CONH2 (Matsuzaki et al., 1997). 
Es entsteht während der Synthese des Bienengifts aus seinem Vorläuferpeptid Pro-
Melittin und ist aufgrund seiner amphiphilen Eigenschaften sowohl wasserlöslich wie 
auch in Methanol zu lösen (Raghuraman et al., 2007). Die zytolytische Wirkung von 
Melittin auf Eukaryonten und prokaryontische Zellen beruht darauf, dass das Toxin 
Melittin mit der Lipiddoppelschicht der Zellmembran interagiert und den Einbau von 
Ionenkanälen bewirkt. Des Weiteren kommt es zu einer Porenbildung in der Memb-
ran (Matsuzaki et al., 1997). Aufgrund dieser Eigenschaften von Melittin führt eine 
Intoxikation mit Melittin zu einem Zusammenbrechen der Lipiddoppelschicht der 
Zellmembran in Mizellen (Toraya et al., 2005). Als eine weitere Eigenschaft von Me-
littin wird dessen Wirkung auf den Apoptoseweg einer Zelle diskutiert. Man geht da-




und eine Aktivierung von Caspase-3 bewirkt und so die Zelle in den kontrollierten 
Selbsttod führt (Moon et al., 2008). 
 
1.5.2 Sonstige Bestandteile 
 
Ein weiteres wichtiges Peptid, das Bestandteil von Bienengift ist, ist das Apamin. 
Apamin macht in etwa 2% des gesamten Gifts aus und wirkt überwiegend auf das 
zentrale Nervensystem. Es löst dort muskuloskelettale Bewegungen aus, die nicht 
koordiniert verlaufen und sich bis zu einem kompletten Krampf ausdehnen können 
(Habermann, 1984). 
 
Adolapin als weiterer Teil des Bienengifts hat eine antientzündliche und schmerzstil-
lende Wirkung. Es blockiert die Cyclooxygenasen, die beiden Isoformen der Prostag-
landin-Synthase und damit letztlich die Prostaglandinsynthese. So kann die antient-
zündliche und schmerzstillende Wirkung von Adolapin erklärt werden. Darüber hin-
aus blockiert es auch die Phospholipase A2, sodass es nicht zu einer Freisetzung 
von Arachidonsäure aus den Membranen kommt und somit der Ausgangsstoff für die 
Prostaglandin- und Leukotriensynthese fehlt (Koburova et al., 1985, Deutzmann, 
2006). 
 
Zu den oben genannten Bestandteilen von Bienengift kommen noch Amine wie His-
tamin oder Epinephrin hinzu. Des Weiteren sind auch Nicht-Peptide wie Lipide, Koh-
lenhydrate oder freie Aminosäuren Teil des Gifts. Auch ein Peptid, das zur Mastzell-
degranulation führt, das Mastzelldegranulationspeptid, spielt eine Rolle in der Ge-
samtwirkung von Bienengift (Kwon et al., 2002). Darüber hinaus ist auch die Hyalur-


















Abb. 8 Freisetzung von Entzündungsmediatoren nach Allergenbin-
dung. nach HAL ALLERGIE: Die Sensibilisierung des Immunsystems, 




„Die Allergie ist eine immunologisch bedingte Reaktion auf exogene Substanzen. 
Nach einer asymptomatischen Sensibilisierungsphase nach Erstkontakt kommt es 
beim nächsten Kontakt zu einer allergischen Reaktion.“ (Coors et al., 2010). 
Es werden zwei Arten an Überempfindlichkeitsreaktionen unterschieden: Der 
Frühtyp, bei dem die körperlichen Symptome innerhalb weniger Minuten bis Stunden 
auftreten und der Spättyp, bei dem es erst nach 12-72 Stunden zu körperlichen Er-
scheinungen kommt (Terhorst, 2009). Da für die zu Grunde liegende Arbeit vor allem 
die Reaktionen des Frühtyps von Bedeutung sind, wird im Folgenden ausschließlich 




Die Typ-I-Allergie gehört zur Gruppe der Frühtyp-Reaktionen. Die Reaktion verläuft 
Immunglobulin E (IgE) vermittelt. Dabei binden zwei Antikörper an Mastzellen bzw. 
basophile Granulozyten („Bridging“). Über die zwei Antikörper wird das eingedrunge-
ne Antigen gebunden und bewirkt daraufhin eine Freisetzung unterschiedlichster Bo-
tenstoffe (Mediatoren) aus der Zelle. 
Die wichtigsten Mediatoren hierbei sind Histamin, Serotonin und Bradykinin (Abb. 8) 









Im Rahmen der Typ-I-Allergie kommt es zu einer unmittelbaren Reaktion des Körpers 
auf das eingedrungene Allergen. Die körperlichen Symptome entwickeln sich in aller 





Zu den möglichen Symptomen gehören neben der allergischen Rhinokonjunktivitis 
(Heuschnupfen), dem allergischen Asthma bronchiale und der Urtikaria (Nessel-
sucht) auch das Angioödem bis hin zum anaphylaktischen Schock (Coors et al., 
2010). 
Zu den Typ-I-Allergien zählt man die Pollenallergie, die Tierallergie, die Hausstaubal-
lergie, die Allergie gegen Latex und Nahrungsmittel und vor allem die Insektengiftal-
lergie. 
Überempfindlichkeitsreaktionen auf Insektenstiche zeigen sich überwiegend bei ei-
nem Kontakt mit dem Gift der Biene (Apis meliphera) und der Wespe (Vespula vulga-
ris). Die Symptome reichen von lokalen Hautveränderungen wie Rötungen über re-
spiratorische und kardiovaskuläre Erscheinungen wie Stridor und Blutdruckabfall bis 
hin zum kompletten anaphylaktischen Schock.  
In der Therapie der Typ-I-Allergien steht an erster Stelle die Allergenkarenz. Phar-
makotherapeutisch kommen vor allem Antihistaminika, die sowohl systemisch als 
auch topisch eingesetzt werden, zum Einsatz. 
In der Therapie der Insektengift- und Nahrungsmittelallergie mit Anaphylaxie spielt 
auch die Selbstbehandlung der Patienten mit einem Notfall-Set eine große Rolle. Das 
Notfall-Set besteht aus einem Antihistaminikum, einem Kortikosteroid und Adrenalin. 
Darüber hinaus steht vor allem bei diesen beiden Allergien die spezifische Immunthe-
rapie zur Verfügung. Grundlage dieser Therapie ist die Hyposensibilisierung, bei der 
dem Patienten über einen längeren Zeitraum kontinuierlich geringe Mengen des Al-
lergens zugeführt werden, sodass der Körper im Laufe der Zeit mit weniger ausge-




Die zellulär bedingte Typ-IV-Allergie wird durch sensibilisierte T-Lymphozyten ausge-
löst. 
Neben den Transplantatabstoßungsreaktionen und zahlreichen Arzneimittelreaktio-
nen zählt auch das allergische Kontaktekzem zu dieser Allergiegruppe. Letzteres 
kommt v.a. gegen Nickel, Salbengrundlagen oder Konservierungsstoffe in Salben, 
aber auch gegen Duftstoffe und Desinfektionsmittel vor (Coors et al., 2010). 
Grundsätzlich verläuft die Typ-IV-Allergie in zwei Phasen. In der ersten Phase der 




und wird so zu einem Vollantigen. Bei einem Erstkontakt des Organismus mit dem 
Allergen wird dieses von den Langerhans‘ Zellen bzw. den dermalen dendritischen 
Zellen aufgenommen und prozessiert. Im regionalen Lymphknoten wird das Antigen 
dann den T-Zellen präsentiert und von dem passenden T-Zell-Rezeptor erkannt.  In 
der Folge entstehen so spezifische TH1-Zellen und zytotoxische TH8-Zellen. Auch 
proinflammatorische Moleküle wie IL-1β, TNF-α und Interferon-γ (IFN-γ) spielen hier-
bei eine große Rolle. Neben den zytotoxischen Eigenschaften besteht auch ein so 
genannter „Memory-Effekt“, d.h. kommt es zu einem Zweitkontakt mit demselben 
Antigen, kann die Reaktion des Immunsystems noch schneller aktiviert werden. 
Zu der zweiten Phase, der Auslöse- bzw. Effektorphase, kommt es bei einem erneu-
ten Kontakt mit demselben Allergen. Die antigenpräsentierenden Langerhans‘ bzw. 
dendritischen Zellen treffen dann auf eine große Anzahl an für genau dieses Antigen 
spezifische TH1-Gedächtniszellen. Die Folge ist eine Sekretion verschiedener Zyto-
kine, wie IL-1, IL-2 und IFN-γ und eine Anlockung von anderen Immunzellen, wie 
Basophilen und Neutrophilen. 
Außerdem werden Typ-IV-Allergien im Gegensatz zur Typ-I-Allergie genetisch über 
das Human Leukocyte Antigen-System (HLA-System) kontrolliert (Coors et al., 
2010). 
 
1.7 Ziele der Arbeit 
 
Wie unter 1.4.2 beschrieben ist das AIM2-Inflammasom in der Lage im Zytosol vor-
liegende doppelsträngige DNA zu erkennen und zu binden. 
Ziel meiner Forschungsarbeit war es zu untersuchen, ob nach einer Stimulation mit 
dem Bienengiftbestandteil Melittin das AIM2-Inflammasom aktiviert wird und es 
dadurch zu einer IL-1β Freisetzung kommt. 
Vorarbeiten haben bereits gezeigt, dass Bienengift zu einer IL-1β Sekretion in Kera-
tinozyten führt. Dabei war die Menge an entstandenem IL-1β proportional zur einge-
setzten Menge an Bienengift. Des Weiteren zeigte die Injektion von Bienengift in 
menschliche Hautstanzbiopsien, in einem ex vivo Modell, ein vermehrtes Absterben 
der Zellen (Kaymakanov, 2012). 
Der Gedanke hinter der vorliegenden Arbeit ist es zu untersuchen, wie diese Schädi-
gung und IL-1β Sekretion vermittelt wird. Die Überlegung ist, dass Melittin aufgrund 




chondriale DNA aus den Mitochondrien ins Zytosol gelangt und dort als „Danger 
associated molecular pattern“ zu einer Inflammsomaktivierung führt.  
 
Die klinische Bedeutung dieser Mechanismen und auch die Wichtigkeit eines poten-
ziellen therapeutischen Nutzens wird deutlich, wenn man die Häufigkeit und auch die 
Gefährlichkeit einer Bienengiftunverträglichkeit betrachtet. IL-1β spielt eine bedeu-
tende Rolle bei der Aktivierung und dem Priming von T-Zellen. Diese Prägung wiede-
rum ist wichtig für die Sensibilisierung des Organismus auf ein bestimmtes Allergen 
und somit für die eigentliche Entwicklung der Bienengiftallergie (Coors et al., 2010).  
Versteht man die Signalwege in den Hautzellen, die durch Bienengiftbestandteile 
aktiviert werden und für die IL-1β Sekretion verantwortlich sind, besser, ist der An-
satz für einen therapeutischen Nutzen dieses Wissens möglicherweise gegeben. 
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2  Material und Methoden 
 
2.1 Primäre humane epidermale Keratinozyten (NHEK) 
 
Sämtliche Zellkulturarbeiten erfolgten unter der Sterilwerkbank (Herasafe, Heraeus 
Instruments, Hanau, Deutschland). Die Zellen wurden unter Standardbedingungen 
(37°C, 5% CO2, 100% Luftfeuchtigkeit) im Brutschrank (Heraeus instruments, Hanau, 
Deutschland) kultiviert. Für die vorliegende Arbeit wurde mit primären humanen epi-
dermalen Keratinozyten (NHEK) (Cascade Biologics, Karlsruhe, Deutschland) gear-
beitet. Die Zellen wurden in EpiLife® Zellkulturmedium mit 0,6 mM Ca2+ und 1x Epi-
Life® defined growth supplement (EDGS, Cascade Biologics) unter Standardbedin-
gungen (37°C, 5% CO2, 100% Luftfeuchtigkeit) in 75 cm2-Flaschen, 6-, oder 12-
Wellplatten kultiviert. Dem Medium wurden außerdem noch 10 µg/ml Gentamicin und 
0,25 µg/ml Amphotericin B zugesetzt. Für die Experimente konnten die Ausgangskul-
turen bis zu fünf Mal passagiert werden. 
Die Kulturgefäße der NHEK mussten vor deren Überführung mit einer Coating-Matrix 
(Kollagen) (Cascade Biologics) beschichtet werden. Dabei wurde die Coating-Matrix 
im Verhältnis 1:100 im Dilution Medium verdünnt. Bei 12-Wellplatten wurden 150 µl 
des Ansatzes in jedes Well gegeben. Bei 6-Wellplatten waren es 300 µl und bei einer 
75 cm2-Flasche 5 ml der Coating Matrix.  
Danach wurde das alte Medium der 75 cm2-Flaschen von den Zellen abgesaugt und 
diese mit 5 ml PBS gewaschen. 
Mit Hilfe von 2 ml 1x Trypsin EDTA (Cascade Biologics) wurden die Zellen unter Mik-
roskopkontrolle vom Boden des Kulturgefäßes abgelöst. Nach der Ablösung wurden 
2 ml Trypsininhibitor (Cascade Biologics) zur Neutralisation dazugegeben und die 
Zellen in 8 ml EpiLife® in einen 50 ml Falcon überführt. 
Die NHEK wurden bei 900 U/min bei Raumtemperatur 10 min lang zentrifugiert und 
der Überstand vorsichtig abgenommen. Die pelletierten Zellen wurden daraufhin in 
10 ml EpiLife® mit Zusätzen resuspendiert. Je nach geplantem Experiment wurden 
100 µl - 2 ml Zellsuspension in das beschichtete und mit frischem Medium befüllte 
Kulturgefäß übertragen. Des Weiteren wurde stets ein Aliquot zur Weiterkultivierung 
der übrigen Zellsuspension in eine neue T-75 cm2-Flasche überführt. 
 
 





C57BL/6 Wildtyp-Makrophagen wurden in Dulbecco´s modified Eagle´s medium 
(DMEM) (PAA Laboratories, Pasching, Österreich) kultiviert und im Fluoreszenzmik-
roskop betrachtet. Dem Medium wurde außerdem 4,5 g/l Glucose, 10% fötales Käl-
berserum (FBS), 50 U/ml Penicillin und 50 µg/ml Streptomycin beigemischt. Die Be-
sonderheit dieser aus der Maus stammenden Makrophagen war, dass das ASC-
Protein dieser C57BL/6 Wildtyp-Makrophagen mit CFP (cyan fluorescent protein) 
fusioniert worden war. Die ASC-CFP-Makrophagen wurden in 75cm2-
Zellkulturflaschen und in Chamber Slides (vier Kammern) kultiviert.  
Das Passagieren der Makrophagen erfolgte ähnlich wie bei den NHEK mit der Aus-
nahme, dass ein Beschichten der Kulturgefäße hier nicht notwendig war. Das Ablö-
sen der Zellen erfolgte mit Trypsinlösung 0,05% (PAA Laboratories). Sowohl zum 
Passagieren als auch zum Kultivieren wurde DMEM - Medium mit den oben genann-
ten Zusätzen verwendet. 
 
2.3 Behandlung der Zellen mit Melittin 
 
Zur Behandlung der Zellen mit Melittin (Sigma-Aldrich) wurde dieses in einer Kon-
zentration von 5 µg/ml (Stock: 5 mg/ml) eingesetzt.  
Die NHEK wurden stets in einer 75 cm2-Flasche mit Melittin behandelt. 
Zunächst wurde das alte Medium von den Zellen abgesaugt und mit 5 ml 1x PBS 
gewaschen. Danach wurden 5 ml frisches EpiLife® Medium mit 5 µl Melittin versetzt 
und auf die Zellen gegeben. Die Inkubation erfolgte für 6 Stunden unter Standardbe-
dingungen (37°C, 5% CO2, 100% Luftfeuchtigkeit). 
 
2.4 Isolation des Zytosols aus NHEK 
 
Die Zytosolisolierung aus NHEK erfolgte mit Hilfe des Mitochondria Isolation Kit for 
Cultured Cells (Pierce). Das Kit bestand aus drei Bestandteilen (Reagenz A, B und 
C). 
Die Isolation des Zytosols erfolgte unter der Sterilwerkbank. Für die Zytosolisolierung 
wurde stets eine 75 cm2-Flasche verwendet. 
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Zunächst wurde das alte Medium abgenommen und die Zellen mit 5 ml 1x PBS ge-
waschen, um abgestorbene Zellen zu entfernen. 
Daraufhin erfolgte die Ablösung der NHEK vom Boden der 75 cm2-Kulturflasche wie 
oben beschrieben. Die gelösten Zellen wurden in 8 ml EpiLife® Medium aufgenom-
men und bei 12000 U/min bei Raumtemperatur 10 min lang pelletiert. Der Überstand 
wurde abgenommen, die Zellen in 2 ml 1x PBS resuspendiert und in ein 2 ml Eppen-
dorf Reaktionsgefäß überführt. 
Die nachfolgenden Arbeitsschritte erfolgten alle auf Eis. 
Die Zellen wurden erneut 10 min bei 900 U/min und 4°C zentrifugiert. Der Überstand 
wurde abgesaugt und das Zellpellet in 800 µl kaltem Reagenz A aus dem Kit resus-
pendiert und 5 s bei mittlerer Stufe gevortext. Die Zellsuspension inkubierte für ma-
ximal 2 min auf Eis, bevor 10 µl des Reagenz B dazugegeben wurden. Das erneute 
Vortexen für 5 s erfolgte nun bei maximaler Stufe. Die Lösung inkubierte für weitere 5 
min auf Eis, wobei jede Minute bei maximaler Stufe gevortext wurde. 
Danach wurden 800 µl des Reagenz C hinzupipettiert und die Suspension bei 700 
U/min für 10 min zentrifugiert (4°C). Die genannten Schritte dienten dazu, die Integri-
tät der Zellmembran aufzulösen, sodass nun der Überstand in ein neues Reaktions-
gefäß überführt werden konnte und das zurückbleibende Pellet somit die Kernfrakti-
on darstellte. Das Kernpellet wurde in 100 µl 1x PBS resuspendiert und bei -20°C 
gelagert. 
Der abgenommene Überstand wurde erneut zentrifugiert (3000 U/min / 4°C / 15 min), 
um vorhandene Zelltrümmer und Zellorganellen zu pelletieren. Der nach diesem 
Zentrifugationsschritt resultierende Überstand stellte die zytosolische Fraktion dar 
und wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 
Das Zytosol konnte bei -20°C eingefroren werden. 
 
2.5 Isolation der Mitochondrien aus NHEK 
 
Die Isolation der Mitochondrien aus NHEK erfolgte ebenfalls mit Hilfe des Mitochond-
ria Isolation Kit for Cultured Cells (Pierce). 
Die Mitochondrienisolation verlief identisch wie die Zytosolisolierung (vgl. 2.4) mit der 
Ausnahme, dass bei dieser Methode das im letzten Arbeitsschritt zurückbleibende 
Pellet einem weiteren Waschschritt unterzogen werden musste. Dabei wurden 500 µl 
kaltes Reagenz C zum Pellet gegeben und die Suspension wurde für weitere 5 min 
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bei 12000 U/min (4°C) zentrifugiert. Der Waschschritt stellte sicher, dass das Pellet 
nur aus den isolierten Mitochondrien bestand und eventuell noch vorhandene Zell-
trümmer mit dem Überstand abgesaugt wurden. 
Die isolierten Mitochondrien wurden je nach geplantem Experiment in dem entspre-
chenden  Volumen (50–200 µl) 1x PBS aufgenommen und bei -20°C gelagert. 
 
2.6 Isolation von mitochondrialer DNA aus NHEK-Mitochondrien 
 
Die Isolation der mitochondrialen DNA aus den Mitochondrien erfolgte mittels des 
DNeasy Blood & Tissue Kit (50) (Qiagen). 
Zunächst wurden die Mitochondrien aus NHEK wie unter 2.5 beschrieben isoliert und 
in 200 µl 1x PBS resuspendiert. 
Anschließend wurde zu den isolierten Mitochondrien zunächst 20 µl Proteinase K 
aus dem Kit gegeben. 
Um ein Auflösen der Doppelmembran der Mitochondrien zu erreichen, wurden 200 µl 
Puffer AL hinzupipettiert, gevortext und daraufhin für 10 min bei 56°C inkubiert. 200 
µl absolutes Ethanol wurden dazugegeben und erneut gevortext. 
Die Lösung wurde dann auf eine DNeasy Mini spin column, eine Säule aus dem Kit, 
pipettiert und bei 8000 U/min 1 min lang bei Raumtemperatur zentrifugiert.  
Die Säule wurde auf ein neues Reaktionsgefäß aus dem Kit gestellt und 500 µl Puf-
fer AW1 auf die Membran gegeben. Ein weiterer Zentrifugationsschritt (8000 U/min / 
1 min / Raumtemperatur) schloss sich an. 
Die Säule wurde in ein neues Reaktionsgefäß gestellt. 500 µl des Puffers AW2 wur-
den nun auf die Membran gegeben und bei 14000 U/min 3 min lang bei Raumtempe-
ratur zentrifugiert. 
Im Anschluss wurde die Säule mit der auf der Membran gebundenen DNA in ein 
normales steriles 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefäß gegeben und 50 µl des Puffers 
AE direkt auf die Membran pipettiert. Vor dem folgenden Zentrifugationsschritt (8000 
U/min / 1 min / Raumtemperatur) inkubierte der Puffer AE für 1 min auf der Membran. 
Nach der Zentrifugation wurde die Säule erneut in ein neues 1,5 ml Eppendorf Reak-
tionsgefäß gegeben und um sicherzustellen, dass alle DNA–Reste gebunden waren, 
wurde die zuletzt beschriebene Zentrifugation erneut durchgeführt. 
Die isolierte mitochondriale DNA lag nun im Puffer AE gelöst vor. 
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Die Konzentration in µg/ml der gelösten mitochondrialen DNA in den beiden Reakti-
onsgefäßen wurde mit Hilfe des Nano Photometers (Implen) in einem Volumen von 5 
µl ermittelt. Das Volumen der beiden Reaktionsgefäße wurde in einem vereinigt und 
erneut gemessen. Als Blank wurde der Puffer AE (ebenfalls 5 µl) eingesetzt. 
Die mitochondriale DNA wurde bei -20°C gelagert. 
 
2.7 Aufreinigen der DNA aus dem Zytosol von NHEK   
 
Die Aufreinigung der DNA aus dem Zytosol von NHEK erfolgte mit Hilfe des QIAquick 
PCR Purification Kit (250) von Qiagen. Das Zytosol wurde wie in 2.4 beschrieben aus 
NHEK isoliert und in einen 50 ml Falcon überführt. Danach wurden 10 ml des Puffers 
PBI aus dem Kit zu der zytosolischen Fraktion gegeben, gut gemischt und zentrifu-
giert (1000 U/min / 20 s / Raumtemperatur). Anschließend wurden 750 µl der Sus-
pension auf die entsprechende Säule gegeben und bei 13000 U/min 1 min bei 
Raumtemperatur zentrifugiert. Ziel dieses Arbeitsschrittes war es, die Suspension 
über die Membran zu filtern, so dass die im Zytosol vorhandene DNA auf der Memb-
ran der Säule zurückblieb und so von den übrigen Bestandteilen des Zytosols ge-
trennt wurde. Die abzentrifugierte Flüssigkeit wurde verworfen und der eben be-
schriebene Vorgang so oft wiederholt, bis die komplette Suspension aus dem 50 ml 
Falcon aufgereinigt war. Im Anschluss wurden 750 µl des Waschpuffers PE aus dem 
Kit auf die Membran gegeben und erneut bei 13000 U/min für 1 min zentrifugiert. Um 
sicherzustellen, dass alle Ethanolreste entfernt wurden,  schloss sich ein letzter Zent-
rifugationsschritt an, bei dem das Reaktionsgefäß ohne Zugabe einer Lösung zentri-
fugiert wurde. Die Säule wurde dann in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefäß gege-
ben und 50 µl steriles H2O bidest. darauf pipettiert. Das H2O wurde zuvor auf 50°C 
erwärmt und inkubierte auf der Membran für 1 min, bevor erneut zentrifugiert wurde 
(13000 U/min / 1 min / Raumtemperatur). Das H2O löste die DNA von der Membran 
der Säule, so dass die DNA nach der Zentrifugation im H2O gelöst vorlag. Die aufge-
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2.8 Analyse der Zellsignalwege durch siRNA-Transfektion 
 
Die Translation dient in der Zelle dazu Proteine zu bilden. Dabei wird die DNA zu-
nächst transkribiert und die so genannte Boten-Ribonukleinsäure (mRNA) entsteht. 
Diese mRNA ist eine komplementäre Kopie der Basenabfolge, die das Endprotein 
codiert. Am Ribosom wird dann mit Hilfe der mRNA ein Polypeptid aus verschiede-
nen Aminosäuren gebildet. 
Die mRNA liegt einsträngig vor, so dass die dazu spezifische siRNA (short interfering 
RNA) komplementär daran binden kann und so die Translation des Proteins unter-
bricht. 
Auf diesem Weg kann also die Bildung bestimmter Proteine in der Zelle verhindert 
werden. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Synthese folgender Proteinkomplexe (Inflamma-
some) blockiert: AIM2, NLRP3 und Caspase 1. 
Die nachfolgende Tabelle 1 stellt die Sequenzen der eingesetzten siRNAs dar. 
 
siRNA Sequenz 5’ ? 3’ 
AIM2 (Eurofins MWG Operon) GAA ACG AGG ACA CAA UGA ATT (21) 
NLRP3 (Eurofins MWG Operon) CAA CAG GAG AGA CCU UUA U (19)   
Caspase 1 (Eurofins MWG Operon) GAA GAC UCA UUG AAC AUA U (19)   
CO3 (Eurofins MWG Operon) GCG CAU UCC AGC UUA CGU AUU (21) 
 
Tab. 1 Sequenzen der verwendeten siRNAs 
 
Für die siRNA-Transfektion hatten die Zellen eine Konfluenz von etwa 60%. 
Die Transfektion der NHEK erfolgte in 12-Wellplatten unter der Sterilwerkbank. Für 
die Transfektion eines Wells der 12-Wellplatte wurden in einem Eppendorf Reakti-
onsgefäß 0,75 µl der jeweiligen siRNA (20 µm) mit 62,5 µl Optimem Reduced Serum 
Medium (GIBCO) verdünnt. 
In einem weiteren Reaktionsgefäß wurden 0,625 µl Lipofectamin RNAimax (Invitro-
gen) mit 62,5 µl Optimem Reduced Serum Medium (GIBCO) gemischt. 
Beide Ansätze inkubierten 5 min bei Raumtemperatur. 
Anschließend wurde der Ansatz mit dem Transfektionsreagenz RNAimax zu dem 
Ansatz mit der siRNA pipettiert, vorsichtig gemischt und weitere 20 min bei Raum-
temperatur inkubiert. 
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Derweil wurde das alte Medium von den Zellen abgenommen und 625 µl frisches 
EpiLife® Medium pro Well vorgelegt. 
125 µl des Transfektionsansatzes wurden pro Well dazugegeben und für 48 h unter 
Standardbedingungen (37°C, 5% CO2, 100% Luftfeuchtigkeit) inkubiert. 
Die Transfektion der NHEK mit mitochondrialer DNA und poly(dA:dT) erfolgte iden-
tisch. Als Medium wurde hier erneut EpiLife® eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug 
hierbei nur 24 h unter Standardbedingungen. 
 
2.9 Transfektion von ASC-CFP-Makrophagen 
 
Die Makrophagen wurden in 4-Kammern Chamber Slides mit poly(dA:dT) (1 µg/ml, 
Sigma-Aldrich), mitochondrialer DNA (0,5 µg/ml), genomischer DNA (0,5 µg/ml) und  
der aufgereinigten DNA aus dem Zytosol Melittin behandelter und unbehandelter Zel-
len transfiziert. 
Für die Transfektion einer Kammer der Chamber Slides wurden in einem 1,5 ml Ep-
pendorf Reaktionsgefäß 42 µl Optimem Reduced Serum Medium (GIBCO) mit 1 µl 
RNAimax gemischt. In einem weiteren Reaktionsgefäß wurden 42 µl Optimem Re-
duced Serum Medium (GIBCO) mit dem Volumen der jeweiligen Probe zusammen 
pipettiert und beide Ansätze für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde 
der RNAimax-Ansatz zu dem Ansatz mit der Probe gegeben und weitere 20 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Das alte Medium wurde von den Zellen abgenommen und 
416 µl frisches DMEM Medium und 84 µl des Transfektionsansatzes je Kammer da-
zugegeben. Die Inkubation erfolgte für 24 h unter Standardbedingungen (37°C, 5% 
CO2, 100% Luftfeuchtigkeit). Im Anschluss daran wurde das Medium abgenommen 
und die Zellen drei Mal mit 1 x PBS gewaschen (1 ml). 1 ml Formaldehyd (4%) pro 
Kammer wurde für 10 min auf die Zellen gegeben, bevor erneut drei Mal mit 1x PBS 
(1 ml) gewaschen wurde. Um alle PBS-Reste zu entfernen, wurde ein Waschschritt 
mit 1 ml destilliertem H2O je Kammer durchgeführt. 
Die Objektträgeraufsätze der Chamber Slides wurden entfernt und etwas Prolong 
Gold Antifade Dapi (Invitrogen), welches die Zellkerne anfärbt, auf ein Deckgläschen 
gegeben und auf den Objektträger gelegt. Der Trockenvorgang dauerte 24 h und er-
folgte lichtgeschützt.  
Anschließend wurden die Zellen im Fluoreszenzmikroskop analysiert und mit Hilfe 
der CellQuest Software ausgewertet. 
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2.10 Polymerase Chain Reaction (PCR, Polymerase-Kettenreaktion) 
 
Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Arbeitsmethode, bei der DNA exponentiell 
amplifiziert wird. Das zu Grunde liegende Prinzip sind vielfach ablaufende DNA-
Replikationen in vitro. Mit Hilfe dieser Methode ist es möglich, kleinste Mengen an 
DNA nachzuweisen und zu vervielfältigen. Essenziell hierfür ist ein hitzestabiles En-
zym, die Taq-Polymerase (1 u/µl, Fermentas) und zwei Primer, die es ermöglichen, 
auf den beiden Einzelsträngen der DNA die gewünschte, spezifische Stelle des Ge-
noms abzulesen und so zu vervielfältigen. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden folgende Primer (Tab. 2) in einer Kon-
zentration von 10 µM eingesetzt: 
 
 Oligoname Sequenz (5’ ? 3’) Hersteller 








BioTEG300DNA For AACCCAGTCAGCCTCATGAG (20) Eurofins MWG Ope-
ron 
BioTEG DNA Rev TTGTCCTGGTGGAAGCACCC (20) Eurofins MWG Ope-
ron 
 
Tab. 2 Sequenzen der eingesetzten Primer 
 
Als PCR-Puffer diente der 10x Taq Buffer mit KCl (Fermentas). 
Darüber hinaus wurde MgCl2 (25mM, Fermentas) in einer Konzentration von 1,8 mM 
eingesetzt. Das Endvolumen eines PCR-Ansatzes betrug 25 µl und setzte sich wie 
folgt (Tab. 3) zusammen: 
 
Volumen für einen PCR-Ansatz 




MgCl2 (1,8 mM) 1,8 µl 
Template 5 µl 
Primer MitoDNA For bzw. BioTEG300DNA 
For (25 pM) 
2,5 µl 
Primer MitoDNA Rev bzw. BioTEG DNA Rev 
(25 pM) 
2,5 µl 
dNTP (0,2 mM) 0,5 µl 
Taq-Polymerase 0,25 µl 
 
Tab.3 Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes 
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 Jeder PCR-Zyklus bestand aus drei Arbeitsschritten: 
 
1. Denaturierung 
Die PCR-Probe wurde auf 95°C erhitzt. Dabei wurden die Bindungen des Mat-
rizen-DNA-Doppelstranges aufgelöst, so dass die DNA nun in zwei zueinander 











 In diesem Schritt lagerten sich die Primer an ihren jeweiligen DNA-
Einzelstrang an und markierten so den Startpunkt der Replikation für die Taq-
Polymerase. Die optimale Temperatur für die Hybridisierung der für diese Ar-
beit gewählten Primer lag zwischen 50°C und 60°C.  
    
 
3. Elongation 
 Nun synthetisierte die hitzestabile Taq-Polymerase den komplementären 
Strang der DNA, indem sie die jeweils passenden dNTPs (0,2 mM , PCR Gra-
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Die Syntheserichtung erfolgte von 5’ nach 3’ bei 72°C. 
Durch die Verlängerung der eingesetzten Primer entstanden so zwei identi-
sche DNA-Doppelstränge, die in einem neuen PCR-Zyklus erneut vervielfältigt 
werden konnten. 
    
 
                                
                     
                        
   
 
Schritt Temperatur Zeit Anmerkung 
1 95°C 5min Denaturierung 
2 95°C 30s Denaturierung 
3 50°C 30s Annealing 
4 72°C 1min ? Schritt 2,  
10 Zyklen 
5 95°C 30s Denaturierung 
6 60°C 30s Annealing 
7 72°C 1min ? Schritt 5,  
100 Zyklen 





Tab. 4 PCR-Protokoll zur Vervielfältigung von doppelsträngiger DNA im Thermocycler (Veriti 



















Die Agarose-Gelelektrophorese diente dazu, die DNA aus dem PCR-Produkt anhand 
ihrer molekularen Größe zu identifizieren. 
Grundlage hierfür war, dass die DNA aufgrund ihrer Phosphatreste ein negativ gela-
denes Teilchen darstellte und daher im elektrischen Feld der Gelelektrophorese von 
der Kathode zur Anode wanderte. Je nach Größe des DNA-Fragments wanderten die 
Teilchen unterschiedlich schnell durch das Gel zur Anode. 
Die Gelelektrophoresen der vorliegenden Arbeit liefen stets für 45 min bei 150 V. 
Zu Beginn wurde ein 1% - iges Agarosegel hergestellt, indem 1,6 g Agarose 
(peqGOLD Universal Agarose, peqlab Biotechnologie GmbH) mit 160 ml 1x TAE – 
Puffer (Tris-Acetat-EDTA Puffer: 40 mM Tris (ICN), 1 mM EDTA (ICN), 20 mM Eises-
sig (Merck)) gemischt und in der Mikrowelle zum Kochen gebracht wurden, bis die 
Suspension eine klare Farbe angenommen hatte. Der 1x TAE-Puffer wurde auch als 
Puffer in der Elektrophoresekammer eingesetzt. 
Nach kurzem Abkühlen wurde das Gel zügig in die Kammer gegossen und der 
Kamm eingesetzt.  
Die Geltaschen wurden nach Erhärten des Gels mit einem Volumen von 12 µl befüllt, 
das sich wie folgt (Tab. 5) zusammensetzte: 
 
PCR-Probe 10 µl 
6x Orange Loading Dye Solution (Fermen-
tas) 
2 µl 
Endvolumen pro Geltasche 12 µl 
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Der Ladungspuffer (6x Orange Loading Dye Solution, 10mM Tris-HCl (pH 7,6), 
0,03% bromophenol blue, 60% glycerol, 60mM EDTA, Fermentas) diente dazu, die 
















Abb. 9 Marker für die Gelelektrophorese. 
(FERMENTAS: MassRuler™ DNA Ladder Mix, ready-to-use, 







Um die resultierenden Banden einer bestimmten Basenpaargröße zuordnen zu kön-
nen, lief gemeinsam mit den Proben auch immer ein Standard im Gel mit. 
Für diese Arbeit wurde der Mass Ruler DNA Ladder, Mix (Fermentas) als Marker 
(Abb. 9) benutzt. 
Nach Abschluss der elektrischen Auftrennung der PCR-Probe wurde die DNA im Gel 
mit Hilfe von Ethidiumbromid (Sigma - Aldrich) sichtbar gemacht. 
Ethidiumbromid ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich zwischen den Basen der DNA 
anlagert und unter UV – Licht sichtbar wird.  









Material und Methoden 
31  
 
2.12 Interleukin-1β ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) 
 
Der Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA) ist eine Nachweismethode, die 
auf einer enzymatisch vermittelten Farbreaktion basiert. 
Die bei dieser Arbeit angewandte Technik ist der so genannte Double-Antibody-
Sandwich-ELISA (R&D Systems IL-1β ELISA Duo Set). Hierbei wird Interleukin 1β 
(IL-1β) spezifisch zwischen zwei Antikörpern gebunden. 
Zu Beginn wurde die 96-well Mikrotiterplatte (NUNC MaxiSorp Strips) mit 100 µl je 
Well des ersten Antikörpers (Capture-Antikörper, 4 µg/ml) beschichtet und für 24 h 
lichtgeschützt inkubiert (Abb. 10). 
 
 




Abb. 10 Coating der Mikrotiterplatte mit je 100 µl/Well mit Capture-Antikörper, 4 µg/ml. 
 Danach erfolgte die Inkubation für 24 h. 
 
Danach schloss sich der erste Waschschritt an. Gewaschen wurde drei Mal mit je-
weils 300 µl PBS – T (PBS mit 0.05% Tween) pro Well, bevor 300 µl Reagent Diluent 
(RD, PBS mit 1% BSA, sterilfiltriert) pro Well zur Absättigung unspezifischer Bin-
dungsstellen auf die Mikrotiterplatte gegeben wurden. Das RD inkubierte für 1 h bei 
Raumtemperatur auf der Platte. 
Ein weiterer wie oben beschriebener Waschschritt schloss sich an. 
 
Im Folgenden wurden 100 µl der Probe pro Well dazugegeben. Als Referenz wurde 
eine Standardverdünnungsreihe mit IL-1β, gelöst in Reagent Diluent (RD) (Stock: 










Well 1 200 
Well 2 100 
Well 3 50 
Well 4  25 
Well 5 12,5 
Well 6 6,25 
Well 7 3,125 
Well 8 Reines RD 
    
Tab. 6 Standardverdünnungsreihe 
 
Sowohl Standard als auch die Probe inkubierten für 2 h bei Raumtemperatur. 
Dabei wurde das Antigen (IL-1β) von dem bereits an der Platte haftenden Antikörper 









Abb. 11   Bindung an Capture-Antikörper. Nach Zugabe von 100 µl der Probe wurde das  
    Antigen von den an der Platte haftenden Capture-Antikörpern gebunden. 
 
 
Im Anschluss wurde erneut gewaschen und  100 µl pro Well des zweiten Antikörpers 
(Detektions-Antikörper, 300 ng/ml) wurden dazugegeben. 
Dieser Antikörper band eine weitere Stelle des Antigens (Abb. 12), sodass das Pro-
tein nun, ähnlich wie ein Sandwich, zwischen den beiden Antikörpern gebunden war. 
Die Inkubation bei Raumtemperatur betrug auch hier 2 h. 
 






Abb. 12   Zugabe und Bindung des zweiten Antikörpers (Detektions-Antikörper in der  
    Konzentration 300 ng/ml). Die anschließende Inkubation betrug 2 h.    
 
Der folgende Waschschritt entfernte alle nicht gebundenen Antikörper. 
Danach wurde das Enzym Horse Radish Peroxidase (HRP) gekoppelt an Streptavi-
din für 30 min (1:200 in RD verdünnt, 100 µl je Well) zugegeben, welches im weite-
ren Versuchsverlauf ein spezifisches Substrat umsetzte. Das Reaktionsprodukt konn-
te als Farbumschlag detektiert werden. 
Danach wurde erneut gewaschen. 
Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 100 µl / Well Tetramethylbenzidin (TMB, 10 ml 
TMB-Solution + 2 µl H2O2). Dieses Substrat bewirkte einen Farbumschlag nach Blau, 
der nach 25 min durch die Zugabe von 50 µl Schwefelsäure (H2SO4) je Well abge-
stoppt wurde. 
Die Proben wurden anschließend im Photometer (Spectra MR, Dynex Technologies) 
bei 450 nm Wellenlänge und einer Wellenlängenkorrektur von 540 nm mit dem zuge-
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2.13 Durchflusszytometrie (FACS-Messung) 
 
Mit Hilfe des FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) werden Zellen anhand ihrer 
Größe, Form und spezifischen Markierung detektiert. 
In der vorliegenden Arbeit sollten die Auswirkungen von Melittin auf die Integrität von 
Mitochondrien untersucht werden.  
Daher wurden die NHEK zunächst 5 h unter Standardbedingungen mit 5 µg/ml und 
10 µg/ml Melittin behandelt. Es wurde jeweils für Duplikate der wie unter 2.3 be-
schriebene Mastermix hergestellt und auf die NHEK in die 6-Lochplatten gegeben. 
Des Weiteren wurde ein weiterer Ansatz hergestellt, der als Positivkontrolle 
(=Lysekontrolle) diente. Dabei wurden die NHEK mit 10 % SDS (Sodium Dodecyl 
Sulfat), in EpiLife® Medium verdünnt, behandelt. 
Nach 5-stündiger Inkubationszeit unter Standardbedingungen wurden die Mitochond-
rien der NHEK mit Hilfe des Mitotracker Red CMXRos (Invitrogen) gefärbt.  
Durch das spezifische Anfärben der Mitochondrien konnte im weiteren Versuchsab-
lauf gemessen werden, wie viele NHEK mit intakten Mitochondrien in dem jeweiligen 
Ansatz relativ zur unbehandelten Kontrolle in Prozent vorhanden waren. 
Der Mitotracker Red CMXRos wurde in einer Konzentration von 200 nM eingesetzt, 
aufgenommen in Dimethylsulfoxid (DMSO).  
Für die Mitotrackerbehandlung wurden die Überstände der Zellen abgenommen und 
ein Mastermix aus 2750 µl Epilife® und 5,5 µl Mitotracker Red CMXRos (1:10 ver-
dünnt) hergestellt. Es wurden jeweils 500 µl des Ansatzes in jedes Well gegeben und 
für weitere 30 min unter Standardbedingungen inkubiert. 
Danach wurden die Zellen wie unter 2.1 beschrieben mit Hilfe von Trypsin vom Bo-
den der Kulturgefäße abgelöst, im Anschluss einmal in Medium und einmal in 1x 
PBS gewaschen und letztlich in jeweils 250 µl 1x PBS aufgenommen und im FACS 
gemessen. 
Am FACSCanto (BD) wurde zunächst im Forward Scatter (FSC, detektiert die Größe 
der Zelle) und im Side Scatter (SSC, detektiert die Granularität der Zelle) die Region 
der lebenden, intakten Zellpopulation anhand unbehandelter und ungefärbter NHEK 
festgelegt (Abb. 13). 
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Da die Zellen mit dem Mitotracker-Farbstoff gefärbt waren, wurden die Zellen aus der 
Region P1 des jeweiligen Ansatzes in der Einstellung SSC gegen den Farbkanal 
FL2-PE (detektiert die gefärbten Mitochondrien) gemessen. 
 
Die resultierenden Prozentzahlen bezogen sich auf die Anzahl der Zellen in der Re-













Abb. 13   Festlegung der Region der lebenden, intakten NHEK 







Die statistische Analyse der Ergebnisse erfolgte mit GraphPad Prism 4.0 (GraphPad 
Software Inc., La Jolla, USA). Alle Versuche waren unabhängig und n= 3 oder mehr. 
Der Student’s t-Test diente zur Berechnung der statistischen Unterschiede. 
















Melittin, der Hauptbestandteil von Bienengift, aktiviert in Zellen die Apoptose und 
führt über Aktivierung des AIM2-Inflammasoms zu einer IL-1β Produktion 
(Kaymakanov, 2012). Bislang ungeklärt ist der Mechanismus der AIM2-Aktivierung. 
Da das AIM2-Inflammasom ein Sensor für dsDNA ist, sollte in der vorliegenden Ar-
beit untersucht werden, ob durch die Stimulation mit Melittin dsDNA aus Mitochond-
rien von NHEK ins Zytosol freigesetzt wird und dort das AIM2-Inflammasom aktiviert. 
 
3.1 Wirkung von körpereigener DNA auf die IL-1β Freisetzung 
 
In den letzten Jahren wurde vielfach bestätigt, dass dsDNA, die im Zytosol vorliegt, in 
der Lage ist das AIM2-Inflammasom zu aktivieren und somit letztlich eine IL-1β Frei-
setzung bewirkt (Dombrowski et al., 2011, Jones et al., 2010). Dabei wird die DNA 
zunächst von der HIN200-Domäne des Inflammasoms erkannt und gebunden. Der 
entstandene HIN200/DNA-Komplex wiederum aktiviert das Adaptorprotein ASC. ASC 
bindet über seine PYD-Region an die CARD-Region der Pro-Caspase 1 und bewirkt 
so die autokatalytische Spaltung von Pro-Caspase 1 in seine aktive Form Caspase 1. 
Dieses aktive Enzym führt daraufhin zu einer Freisetzung von IL-1β (Alnemri, 2010, 
Fernandes-Alnemri et al., 2009, Stutz et al., 2009). 
Auch wir konnten in Vorarbeiten zeigen, dass die künstlich hergestellte poly(dA:dT) 
zu einer IL-1β Freisetzung führt, wenn diese ins Zytosol gelangt (Dombrowski et al., 
2011). Da mitochondriale DNA ebenfalls doppelsträngig ist, sollte nun untersucht 
werden, ob diese genauso in der Lage ist das AIM2-Inflammasom zu aktivieren und 
möglicherweise der Auslöser für die durch Melittin beobachtete AIM2 Aktivierung und 
die IL-1β Sekretion in Keratinozyten ist. 
 
3.1.1 Mitochondriale DNA bewirkt eine IL-1β Freisetzung in NHEK 
 
Mitochondriale DNA (mtDNA) besteht, genau wie genomische DNA, aus zwei zuei-
nander komplementären Einzelsträngen, bildet also einen Doppelstrang (vgl. 1.2). 
Somit sollte mtDNA grundsätzlich theoretisch in der Lage dazu sein, eine Inflamma-
somaktivierung zu bewirken. Um dies auch in vitro zu prüfen, wurde zunächst wie 




Anschließend wurden verschiedene Konzentrationen der mtDNA mit Hilfe des Trans-
fektionsreagenz RNAimax in eine neue Population von normal human epidermal ke-
ratinocytes (NHEK) transfiziert. 
Der Nachweis der IL-1β Sekretion in dem Zellkulturüberstand erfolgte mittels IL-1β 
ELISA. 
  
                                               
 
 
Abb. 14 Mitochondriale DNA bewirkt eine Freisetzung von IL-1β in NHEK. Die Zellen 
 wurden in unterschiedlichen Konzentrationen (2,5/25/250 ng/ml) mit mitochon-
 drialer DNA transfiziert und für 24 h unter Standardbedingungen inkubiert. Da-
 nach wurden die Überstände abgenommen und mit Hilfe des ELISA auf IL-1β 
 untersucht.  
 
 
Der IL-1β ELISA wurde nach einer Inkubationszeit von 24 h durchgeführt. 
Wie in Abbildung 14 zu sehen ist, bewirkte die Transfektion der NHEK mit mtDNA 
eine IL-1β Sekretion. Je nach Konzentration der eingesetzten mtDNA kam es zu ei-
ner IL-1β Freisetzung von bis zu 180 pg/ml (= konzentrationsabhängige IL-1β Sekre-
tion). 
 
3.1.2 Mitochondriale DNA aktiviert das AIM2-Inflammasom 
 
Die IL-1β Sekretion wird durch so genannte Inflammasome gesteuert. Um zu prüfen, 
welches Inflammasom durch mitochondriale DNA (mtDNA) aktiviert wird, wurden die 
















In diesem Versuchsansatz diente die Behandlung mit Control-siRNA als Negativkon-
trolle. Des Weiteren wurden AIM2, Caspase 1 und NLRP3 siRNA transfiziert. Nach 
einer Inkubationszeit von 48 h wurde die mtDNA in die Zellen transfiziert und die IL-
1β Produktion mittels ELISA ermittelt.  
                          
Abb. 15 Die durch mitochondriale DNA ausgelöste IL-1β Freisetzung erfolgt über das 
 AIM2-Inflammasom und ist Caspase 1 abhängig. Die Freisetzung ist dagegen 
 unabhängig von NLRP3. Eine Blockade des AIM2 bzw. Caspase 1 Gens durch 
 die entsprechende siRNA bewirkt einen Rückgang der IL-1β Produktion von et-
 wa 60% im Vergleich zu dem Kontrollansatz mit Control-siRNA. Die NHEK wur-
 den vor der Transfektion mit mtDNA mit den jeweiligen siRNAs transfiziert und 
 für 48 h bei Standardbedingungen inkubiert. Anschließend wurde mit den Über-
 ständen der Zellen ein IL-1β ELISA durchgeführt. 
 
 
Durch die siRNAs ist es möglich, die Translation der entsprechenden Inflammasome 
in den jeweiligen Ansätzen zu blockieren. 
Das Ergebnis dieses Versuchs (Abb. 15) zeigte deutlich, dass eine Blockade der 
Translation von AIM2 einen Rückgang der IL-1β Produktion um etwa 60% bewirkte. 
Da Caspase 1 Teil des AIM2-Inflammasoms ist, hat auch das Ausschalten dieses 
Gens denselben Effekt auf die IL-1β Freisetzung und führte ebenfalls zu einer Ver-


























3.2 Eine Stimulation mit Melittin bewirkt eine Schädigung der Mitochondrien 
von NHEK und führt zu einer Freisetzung von mtDNA ins Zytosol 
 
3.2.1 Melittin führt zu einer Zerstörung von Mitochondrien (Nachweis mittels 
FACS) 
 
Wie in 3.1.2 gezeigt, ist mtDNA in der Lage, das AIM2-Inflammasom zu aktivieren. 
Um zu prüfen, ob Melittin auch die Mitochondrien von NHEK schädigt und so mög-
licherweise zu einer Freisetzung von mtDNA ins Zytosol führt, wurden die Mitochond-
rien mit einem spezifischen Farbstoff, dem Mitotracker Red CMXRos, gefärbt, nach-
dem sie mit Melittin behandelt wurden.  
Die Anzahl der intakten Mitochondrien konnte dann mittels FACS-Messung ermittelt 
werden. 
 
                             
 
Abb. 16 Negativkontrolle (ungefärbte Zellen). Das linke Bild stellt die eingestellte Zellpo-
 pulation dar. Auf diese Region P1 beziehen sich alle gemessenen Prozentzahlen 
 der folgenden Versuchsansätze. In der Negativkontrolle wurden die Mitochon-
 drien weder gefärbt, noch wurden die NHEK mit Melittin behandelt. Daher detek-
 tiert der Farbkanal PE kaum Zellen in der Region P4. Nahezu alle Zellen liegen 
 im linken unteren Bildteil, der die ungefärbten, Mitotracker negativen Zellen dar-
 stellt. 
 
Der SSC, der Kanal der die Granularität der Zelle erfasst, wurde gegen den Farbka-
nal PE gemessen. Daher lagen alle Zellen, die mit Mitotracker Red CMXRos gefärbt 
wurden, in der rechten Bildhälfte, wohingegen ungefärbte Zellen in der linken Bild-





Der Mitotracker Red CMXRos ist ein Farbstoff, der spezifisch nur Mitochondrien an-
färbt. Daher waren alle Zellen, die in der Region P4 zu finden waren, letztlich mit in-
takten Mitochondrien gleichzusetzen.  
Die Negativkontrolle (ungefärbte Zellen) bestand aus Zellen, die weder mit dem Mito-
tracker gefärbt, noch mit Melittin behandelt wurden (Abb. 16).  
99,5% der Zellen waren somit in der Farbmessung im linken Bildteil zu sehen. 
 
Der nächste Versuchsansatz wurde mit NHEK durchgeführt, die mit dem Mitotracker-
Farbstoff gefärbt wurden, jedoch zuvor nicht mit Melittin behandelt wurden (Negativ-




                                                                              
Abb. 17 Negativkontrolle (unbehandelte Zellen) NHEK, Mitotracker gefärbt, nicht mit 
 Melittin behandelt. Die NHEK wurden in diesem Ansatz nicht mit Melittin behan-
 delt und nur die Mitochondrien mittels des Mitotracker angefärbt. Das Ergebnis 
 zeigt, dass 98,7% der Zellen in der Region P4 liegen und somit intakte Mito-





Durch das spezifische Anfärben der Mitochondrien waren nun 98,7% der Zellen in 
der Farbmessung in der Region P4 zu sehen (Abb. 17). 
Nur 1,3% der Zellen waren ungefärbt (Region P6) und besaßen somit nicht mehr in-
takte Mitochondrien. 
 
Um zu prüfen, ob Melittin einen Einfluss auf die Mitochondrien-Integrität hat, wurden 





Melittinkonzentration von 5 µg/ml behandelt. Anschließend wurden die Zellen mit 
dem Mitotracker gefärbt. 
 
                                      
 
Abb. 18 NHEK, Mitotracker gefärbt, behandelt mit 5 µg/ml Melittin. Bei diesem Ansatz 
 wurden die NHEK vor der Mitotracker-Färbung für 5h mit 5µg/ml Melittin behan-
 delt. Im Anschluss wurde die Farbintensität des Mitotracker-Farbstoffs gemes-




Die FACS-Messung zeigte einen Rückgang der lebenden, intakten Mitochondrien um 
22,8% im Vergleich zu dem unbehandelten Ansatz (Abb. 18). Grundsätzlich fällt auf, 
dass in diesem Versuchsansatz weniger intakte Zellen im FSC/SCC zu messen wa-
ren, was darauf schließen lässt, dass Melittin generell NHEK schädigt. Darüber hin-
aus zeigten sich von den wenigen noch intakten Zellen nur 75,9 % Mitotracker posi-
tiv. 
Der nächste Versuchsansatz der FACS-Messung diente dazu, zu untersuchen, ob 
die doppelte Konzentration an Melittin (10 µg/ml) auch eine zahlreichere Zerstörung 
von Mitochondrien mit sich brachte.  
Die NHEK wurden hierfür für 5 h mit 10 µg/ml Melittin behandelt und erneut mit dem 
Mitotracker-Farbstoff gefärbt. 
Im Ergebnis (Abb. 19) zeigte sich tatsächlich ein weiterer Rückgang der Zahl intakter 
Mitochondrien auf nur noch 33,3%.  
Dies lässt sich auch darauf zurückführen, dass Melittin an sich schon eine so hohe 






In Region P6 liegen dagegen 66,7% der Zellen, deren Mitochondrien nicht angefärbt 
wurden. Mehrere Gründe können zu diesem Ergebnis führen: Entweder wurden die 
Mitochondrien nicht angefärbt oder die Mitochondrien sind zerstört, so dass sie nicht 
mehr angefärbt werden konnten. Generell war in diesem Ansatz die Konzentration 
von Melittin so hoch, dass kaum noch lebende Zellen zu messen waren. 
 
  
                                         
 
Abb. 19 NHEK, Mitotracker gefärbt, behandelt mit 10 µg/ml Melittin. Um nachzuweisen, 
 dass eine Steigerung der Konzentration an Melittin auch zu einem weiteren 
 Rückgang der Anzahl intakter Mitochondrien führt, wurde in diesem Ansatz 10 




Der letzte Ansatz der FACS-Messung diente als Positivkontrolle (Abb. 20). Hierbei 
wurden die NHEK mit 10% SDS behandelt. SDS führt dazu, dass Proteine denaturie-
ren und Zellen so apoptotisch werden. In diesem Ansatz sollten folglich kaum gefärb-
te Mitochondrien in der Region P4 zu finden sein, da kaum noch Zellen nach der Be-
handlung intakt sind. 
Tatsächlich waren letztlich wenige lebende Zellen zu messen, von denen nur noch 








                                         
 
Abb. 20 Positivkontrolle (10% SDS). Die NHEK wurden in diesem Ansatz mit 10% SDS 
 behandelt. SDS denaturiert Proteine und zwingt Zellen so in die Zytolyse.  





























3.2.2 Melittin führt zu einer Freisetzung von mitochondrialer DNA ins Zytosol 
 
Der vorangegangene FACS-Versuch zeigte, dass Melittin in unterschiedlichen Kon-
zentrationen zu einer Zerstörung von Mitochondrien in NHEK führt. 
Darüber hinaus konnte in 3.1.2 gezeigt werden, dass mtDNA das AIM2-Inflammasom 
aktiviert und eine IL-1β Produktion bewirkt.  
Um nachzuweisen, dass durch die Zerstörung der Mitochondrien auch deren DNA 
ins Zytosol gelangt, wurden die NHEK wie unter 2.3 beschrieben mit Melittin in einer 
Konzentration von 5 µg/ml behandelt. Im FACS-Versuch wurde gezeigt, dass 5 µg/ml 
Melittin bereits zu einer Dezimierung der Anzahl intakter Mitochondrien führte, so 
dass diese Konzentration als ausreichend zum Nachweis von mtDNA im Zytosol an-
gesehen wurde. Ein weiterer Grund 5 µg/ml als Konzentration zu wählen war, dass 
10 µg/ml sich im FACS-Versuch bereits als zu zytotoxisch gezeigt haben (Abb. 19).  
Nach der 6-stündigen Inkubation unter Standardbedingungen wurde aus den NHEK 
mit Hilfe des Mitochondria Isolation Kit for Cultured Cells (Pierce) das Zytosol isoliert 











Abb. 21 PCR zur Amplifikation von COX3 mit zytosolischen Fraktionen als Template 
 unbehandelter NHEK, bzw. aus NHEK die zuvor 6 h mit Melittin behandelt wur-
 den. In der PCR sollte geprüft werden, ob die im FACS detektierte Zerstörung 
 der Mitochondrien zu einer Freisetzung von mtDNA ins Zytosol führt, wo diese 
 eventuell das Inflammasom aktivieren kann.  
  A: Positivkontrolle. Nachweis des COX3-Gens, welches spezifisch nur in mtDNA 
 codiert wird.  
  B: PCR-Produkt aus dem isolierten Zytosol aus unbehandelten NHEK.  
  C: PCR-Produkt aus dem Zytosol, das aus NHEK isoliert wurde, die zuvor 6 h 
 mit Melittin behandelt wurden. 
 
 
Um zu prüfen, ob mtDNA im Zytosol vorliegt, wurde mit den isolierten zytosolischen 
Fraktionen als PCR-Template eine PCR wie unter 2.10 beschrieben durchgeführt. 
Das PCR Produkt wurde im Anschluss auf ein Agarosegel aufgetragen und unter 
COX 3 
700 bp  





Anlage einer elektrischen Spannung in die einzelnen Fragmente anhand deren Grö-
ße aufgetrennt (vgl. 2.11). 
Als Resultat nach der Ethidiumbromidfärbung (Abb. 21) sieht man eine Bande auf 
Höhe des gewünschten PCR-Produkts COX3, welches nur in mtDNA vorhanden ist.  
Die erste Bande (A) in Abbildung 10 zeigt die Positivkontrolle. Die eingesetzten Pri-
mer weisen spezifisch das COX 3 Gen nach, welches nur in mtDNA codiert wird.  
(B) zeigt das PCR-Produkt aus dem isolierten Zytosol aus unbehandelten NHEK. Es 
ließ sich keine mtDNA nachweisen.  
Die letzte sichtbare Bande (C) dagegen ist das Ergebnis aus dem PCR-Ansatz mit 
dem Zytosol, das aus NHEK isoliert wurde, die zuvor 6 h mit Melittin behandelt wur-
den. Auch hier ist ein deutliches Signal auf Höhe des COX 3 Gens zu sehen, sodass 
davon ausgegangen werden kann, dass die durch die Stimulation mit Melittin ge-
schädigten Mitochondrien tatsächlich ihre DNA ins Zytosol entlassen. 
Ob diese Menge an DNA letztlich ausreichend ist, um den Inflammasomkomplex zu 
aktivieren, sollte im nachfolgenden Versuch geklärt werden. 
 
3.3 Die durch eine Stimulation mit Melittin freigesetzte mitochondriale DNA 
 führt zur AIM2-Inflammasomaktivierung und IL-1β Freisetzung 
 
In 3.2.2 konnte die DNA aus Mitochondrien im Zytosol von NHEK nachgewiesen 
werden, die zuvor mit Melittin behandelt wurden. Es gilt allerdings die Frage zu ana-
lysieren, ob diese Menge an DNA letztlich auch ausreichend ist, um einen Inflamma-
somkomplex zu aktivieren und eine IL-1β Produktion zu bewirken. 
Für den vorliegenden Versuch wurde folglich nicht nur das Zytosol aus Melittin be-
handelten NHEK isoliert, sondern auch die DNA, die im Zytosol vorhanden ist, in ei-
nem weiteren Arbeitsschritt zusätzlich noch aufgereinigt, um die vorhandene Menge 
an DNA von den übrigen Bestandteilen zu trennen und somit zu konzentrieren (vgl. 
2.7). Im Anschluss wurde die aufgereinigte mtDNA erneut in eine NHEK-Population 
transfiziert (vgl. 2.8). Für den Versuch wurden vier Ansätze gewählt: (A) stellt die Ne-
gativkontrolle dar. In diesem Ansatz waren die Zellen vollkommen unbehandelt. Im 
Ansatz (B) wurde die aufgereinigte DNA aus NHEK, die nicht mit Melittin behandelt 
wurden, transfiziert. Physiologisch sollte sich hier also keine DNA im Zytosol befin-
den. (C) stellt den Transfektionsansatz mit aufgereinigter DNA aus Melittin behandel-
ten NHEK dar. Die NHEK aus Ansatz (D) wurden mit mtDNA (Konzentration 250 




somit als Positivkontrolle. 24 Stunden nach der Transfektion wurde der Überstand 
von jeder Probe abgenommen und für den folgenden IL-1β ELISA zur Versuchsaus-
wertung vorbereitet. Ansatz (A) als Negativkontrolle zeigte keine IL-1β Produktion.  
Ebenso war das Ergebnis in Ansatz (B) ohne Nachweis einer IL-1β Produktion. In 
diesem Versuchsansatz war davon auszugehen, dass sich keine DNA im Zytosol 
befindet, da die Zellen aus denen das Zytosol isoliert wurde, unbehandelt waren. Das 
Resultat aus diesem Ansatz macht es folglich unwahrscheinlich, dass es, etwa durch 
die vielen Aufreinigungsschritte in der Versuchsdurchführung, zu einer Verunreini-
gung durch Organellen kommt. Eine solche Verunreinigung mit beispielsweise Mito-
chondrien oder Kernen hätte in diesem Versuchsansatz ein Signal gegeben. In An-
satz (C) dagegen zeigte sich eine Freisetzung von 450 pg/ml an IL-1β. Die Menge an 
mtDNA, die durch die Behandlung der NHEK mit Melittin in deren Zytosol frei wird, 
muss folglich ausreichend sein, um einen Inflammasomkomplex zu aktivieren und 
eine IL-1β Freisetzung bewirken. Die IL-1β Freisetzung in Ansatz (D) war erwar-







Abb. 22 Um zu prüfen, ob die durch die Stimulation mit Melittin frei werdende Konzen- 
  tration an mtDNA ausreichend ist, um den Inflammasomkomplex zu aktivieren, 
 wurde das isolierte Zytosol aus NHEK zunächst aufgereinigt und das Produkt 
 erneut in NHEK transfiziert. Die Inkubationszeit betrug anschließend 24 h bei 
 Standardbedingungen. Die Menge der IL-1β Produktion wurde mittels IL-1β ELI-
 SA ermittelt. 
(A) Negativkontrolle. In diesem Ansatz waren die Zellen vollkommen unbehan-
delt.  
(B) Hier wurde die aufgereinigte DNA aus NHEK, die nicht mit Melittin behandelt 
wurden, transfiziert.  
(C) Transfektionsansatz mit aufgereinigter DNA aus Melittin behandelten NHEK. 
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3.4 Die IL-1β Produktion erfolgt AIM2 vermittelt und ist NLRP3 unabhängig 
 
Im vorhergehenden Abschnitt 3.3 konnte gezeigt werden, dass die aufgereinigte 
mtDNA aus dem Zytosol von NHEK, die zuvor mit Melittin behandelt wurden, zu einer 
IL-1β Produktion führt und damit in der Lage sein muss, einen Inflammasomkomplex 
zu aktivieren. Es gibt mehrere Inflammasome, die letztlich zu einer IL-1β Produktion 
führen (vgl. 1.4). Für die vorliegende Arbeit waren vor allem das AIM2-Inflammasom 
und das NLRP3-Inflammasom von Interesse. Welches der in Frage kommenden In-
flammasome für die unter 3.3 beobachtete IL-1β Freisetzung verantwortlich ist, sollte 
in diesem Versuchsansatz geklärt werden. Hierfür wurden die NHEK vor der Trans-
fektion der entsprechenden Ansätze (vgl. auch 3.3) mit verschiedenen siRNAs be-
handelt. Als Negativkontrolle wurden die NHEK mit einer nicht zielgerichteten siRNA 
(Control-siRNA) transfiziert, die keine Wirkung auf die NHEK hat. Des Weiteren wur-
de ein Ansatz mit Caspase-1-siRNA gewählt, da Caspase 1 ein wichtiger Bestandteil 
des AIM2-Inflammasomkomplexes ist. Nach der Inkubationszeit der siRNAs von 48 h 
wurden die NHEK erneut mit mtDNA, die aus dem Zytosol von Melittin behandelten 
NHEK isoliert wurde und den entsprechenden Kontrollen transfiziert (vgl. auch 3.3). 
Nach weiteren 24 h konnte der IL-1β ELISA zur Versuchsauswertung durchgeführt 
werden. 
 







Abb. 23  
Die in 3.3 gemessene IL-1β Produktion ver-
läuft über ein Inflammasom. Um bestimmen 
zu können, welches Inflammasom durch die 
mitochondriale DNA aktiviert wird, wurden die 
NHEK mit den entsprechenden small inter-
fering RNA (siRNA) vorbehandelt und nach 
einer Inkubationszeit von 48 h unter Standard-
bedingungen erneut mit der aufgereinigten 
DNA aus dem Zytosol unbehandelter und mit 
Melittin behandelten NHEK transfiziert. Die IL-    
            1β Produktion wurde erneut durch einen  
             ELISA gemessen. 
  (A) Negativkontrolle.  
  (B) Transfektion von siRNA + aufgereinigte mtDNA aus nicht-Melittin behandel-





















Bei (A) wurden die NHEK nach der Behandlung mit den entsprechenden siRNAs mit 
keinem anderen Ansatz mehr transfiziert. Es zeigte sich keine IL-1β Induktion. Eben-
falls keine IL-1β Induktion lieferte Ansatz (B). Hierbei wurden die NHEK zusätzlich zu 
den siRNAs noch mit der aufgereinigten mtDNA aus nicht – Melittin behandelten 
NHEK transfiziert. Da aufgrund der nicht erfolgten Behandlung mit Melittin von einer 


















Abb. 24 Die in 3.3 gemessene IL-1β Produktion verläuft über ein Inflammasom. Um be-
 stimmen zu können, welches Inflammasom durch die mitochondriale DNA akti-
 viert wird, wurden die NHEK mit den entsprechenden small interfering RNA 
 (siRNA) vorbehandelt und nach einer Inkubationszeit von 48 h unter Standard-
 bedingungen erneut mit der aufgereinigten DNA aus dem Zytosol unbehandelter 
 und mit Melittin behandelter NHEK transfiziert. Die IL-1β Produktion wurde er-
 neut durch einen ELISA gemessen. 
  (C) Transfektion von siRNA + aufgereinigter mtDNA aus Melittin behandelten 
  NHEK 
  (D) Positivkontrolle.  
 
(C) stellt die Ergebnisse des Transfektionsansatzes mit mtDNA aus Melittin behan-
delten NHEK dar. Es zeigt sich eine IL-1β Freisetzung bei den NHEK, die mit der 
Kontoll-siRNA (Control-siRNA) behandelt wurden. Dieses Ergebnis war zu erwarten. 





































falls zu einer signifikanten Abnahme der IL-1β Produktion, wohingegen ein Abschal-
ten des NLRP3-Gens keine signifikante Minderung der IL-1β Induktion bewirkt. Das 
gleiche Bild zeigt sich in der Positivkontrolle (D) isolierter mtDNA aus intakten Mito-
chondrien von unbehandelten NHEK. 
Die Ergebnisse lassen somit den Schluss zu, dass die unter 3.3 beobachtete IL-1β 
Produktion auf das AIM2-Inflammasom zurückzuführen ist und unabhängig vom 
NLRP3-Inflammasom abläuft. Damit ist die endogene mtDNA im Zytosol ausrei-
chend, um das Inflammasom zu aktivieren. 
 
3.5 Nachweis der Inflammasomaktivierung in ASC-CFP-exprimierenden Mak-
rophagen mittels Fluoreszenzmikroskopie 
 
Der nachfolgende Versuch dient dazu, die Inflammasomaktivierung mittels Fluores-
zenzmikroskopie nachzuweisen. Für diesen Versuch wurden Makrophagen einge-
setzt, deren ASC-Protein mit CFP (cyan fluorescent protein) gekoppelt war (vgl. 2.2). 
Die verschiedenen Ansätze wurden wie unter 2.9 beschrieben, hergestellt und mit 




Abb. 25 Negativkontrolle. Die Makrophagen wurden lediglich mit dem Transfektionsrea-






Abbildung 25 stellt die Negativkontrolle des Versuches dar. Die ASC-CFP-
Makrophagen wurden hierbei ausschließlich mit dem Transfektionsreagenz RNAimax 
behandelt. Es stellen sich somit vor allem die mit Dapi blau gefärbten Zellkerne dar. 
 
3.5.1 Transfektion der ASC-CFP-Makrophagen mit poly(dA:dT) 
 
Abb. 26 Die ASC-CFP-Makrophagen wurden in diesem Ansatz mit p(dA:dT) in der Kon-
  zentration 1 µg/ml transfiziert und nach 3 sich anschließenden Waschschrit-
  ten in ProLong Anti-Fade Reagenz (Molecular Probes) gelegt, das 4',6-Diamid-
  ino-2-phenylindol (DAPI) enthielt. Anschließend wur den die Zellen mit Hilfe des 
  Fluoreszenzmikroskops TissueFAXS System microscope (TissueGnostics) be-
  trachtet und fotografiert. 
 
 
Die Transfektion der ASC-CFP-Makrophagen mit der artifiziellen p(dA:dT) führte, wie 
Abbildung 26 entnommen werden kann, erwartungsgemäß zu einer Inflammasomak-
tivierung.  
Das ASC-Protein dieser Makrophagenpopulation wurde technisch so verändert (Kim 




Proteinen, also einer Inflammasomaktivierung, im CFP-Kanal des Fluoreszenzmikro-
skops grün darstellt. Somit sind Inflammasomaktivierungen in diesem Versuch als 
leuchtend grüne „Punkte“, hier zusätzlich mit Pfeilen markiert, sichtbar. 
 
3.5.2 Transfektion der ASC-CFP-Makrophagen mit mtDNA 
  
 
Abb. 27 Die ASC-CFP-Makrophagen wurden in diesem Ansatz mit mtDNA (0,5 µg/ml) 
  transfiziert und  nach 3 sich anschließenden Waschschritten in ProLong Anti-
  Fade Reagenz (Molecular Probes) gelegt, das 4',6-Diamidino-2-phenylindol 
  (DAPI) enthielt. Anschließend wurden die Zellen mit Hilfe des Fluoreszenzmik-
  roskops TissueFAXS System microscope (TissueGnostics) betrachtet und foto-
  grafiert. 
 
Abbildung 27 zeigt, dass auch eine Transfektion der Makrophagen mit mtDNA in ei-
ner Konzentration von 0,5 µg/ml zu einer Inflammasomaktivierung führt. Die Pfeile 









3.5.3 Transfektion der ASC-CFP-Makrophagen mit der aufgereinigten DNA aus 




























Abb. 28 Die ASC-CFP-Makrophagen wurden in diesem Ansatz mit der aufgereinigten 
  DNA, die zuvor aus nicht-Melittin behandelten NHEK isoliert wurde, transfiziert 
  und nach 3 sich anschließenden Waschschritten in ProLong Anti-Fade Reagenz 
  (Molecular Probes) gelegt, das 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) enthielt. 
  Anschließend wurden die Zellen mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops Tissue
  FAXS System microscope (TissueGnostics) betrachtet und fotografiert. 
 
 
In Abbildung 28 zeigt sich das Fluoreszenzergebnis aus der Transfektion der Makro-
phagen mit der aufgereinigten DNA aus dem Zytosol von NHEK, die zuvor nicht mit 
Melittin behandelt wurden. Da es sich um unbehandelte Zellen handelt, ist davon 
auszugehen, dass keine DNA in dem Zytosol vorhanden ist. Dennoch sind auch hier 
vereinzelt aktivierte Inflammasomkomplexe zu erkennen. Dieses Ergebnis harmoniert 
mit dem Ergebnis des Versuchs, der unter 3.3. beschrieben wurde. Auch im ELISA 
zeigte sich, dass die Transfektion der Zellen mit der aufgereinigten DNA aus dem 
isolierten Zytosol aus nicht-Melittin behandelten Zellen eine geringe IL-1β Freiset-
zung bewirkt. Die freigesetzte Menge an IL-1β ist jedoch im Vergleich mit der Menge, 
die bei der DNA-Transfektion der mit Melittin behandelten Zellen entsteht, nur als 




das Gegenstück dieses Versuchsteils im Makrophagenversuch (Abb. 28) betrachtet. 
Da es sehr wahrscheinlich ist, dass es in den unbehandelten Zellen zu keiner Frei-
setzung von DNA ins Zytosol kommt, kann eine mögliche Erklärung für die geringe 
Inflammasomaktivierung die Menge an eingesetzten Transfektionsreagenzien sein, 
die eventuell schon alleine leicht toxisch auf die Zelle wirken könnte. 
 
3.5.4 Transfektion der ASC-CFP-Makrophagen mit der aufgereinigten DNA aus 
zuvor mit Melittin behandelten Zellen 
 
 
Abb. 29 Die ASC-CFP-Makrophagen wurden in diesem Ansatz mit der aufgereinigten 
  DNA, die zuvor aus mit Melittin behandelten NHEK isoliert wurde, transfiziert 
  und nach 3 sich anschließenden Waschschritten in ProLong Anti-Fade Reagenz 
  (Molecular Probes) gelegt, das 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) enthielt. An-
  schließend wurden die Zellen mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops TissueFAXS 
  System microscope (TissueGnostics) betrachtet und fotografiert. 
 
Auch in diesem Versuchsansatz ist eine Inflammasomaktivierung zu erkennen. Im 
Vergleich mit dem vorhergehend beschriebenen Versuchsteil (Abb. 28) ist bei der 
Transfektion der ASC-CFP-Makrophagen mit der aufgereinigten DNA aus dem Zyto-
sol von zuvor mit Melittin behandelten NHEK eine höhere Anzahl an Inflammasom-





3.5.5 Transfektion der ASC-CFP-Makrophagen mit genomischer DNA 
 
 
Abb. 30 Die ASC-CFP-Makrophagen wurden in diesem Ansatz mit genomischer DNA (0,5 
  µg/ml) transfiziert und nach 3 sich anschließenden Waschschritten in ProLong 
  Anti-Fade Reagenz (Molecular Probes) gelegt, das 4',6-Diamidino-2-phenylindol 
  (DAPI) enthielt. Anschließend wurden die Zellen mit Hilfe des Fluoreszenzmik-
  roskops TissueFAXS System microscope (TissueGnostics) betrachtet und foto-
  grafiert. 
 
 
In diesem Versuchsansatz (Abb. 30) wurden die ASC-CFP-Makrophagen mit geno-
mischer DNA, welche zuvor mit Hilfe des Quick-gDNATM MiniPrep Kit (Zymo Rese-
arch) entsprechend der Herstelleranleitung aus humanen epidermalen Keratinozyten 
isoliert wurde, in einer Konzentration von 0,5 µg/ml transfiziert. Die gewohnten drei 
Waschschritte schlossen sich an, bevor die Probe in ProLong Anti-Fade Reagenz mit 
4‘,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) gelegt wurde. Bei der abschließenden Betrach-
tung unter dem TissueFAXS System microscope (TissueGnostics) wurde eine deutli-
che Inflammasomkomplexbildung sichtbar. 
Diese deutliche Aktivierung war so zu erwarten, da das Inflammasom ein Sensor für 






Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Melittin höchstwahrscheinlich aufgrund sei-
ner lytischen, porenbildenden Eigenschaft die Balance einer Zelle stört und darüber 
hinaus zu einer Schädigung der Mitochondrien und damit zu der Freisetzung von mi-
tochondrialer DNA (mtDNA) ins Zytosol der Zelle führt. Dort kann die doppelsträngige 
mtDNA vom AIM2-Inflammasom als Gefahr detektiert werden, welches daraufhin 
aktiv IL-1β produziert. Als für die Reaktion verantwortliches Inflammasom wurde ein-
deutig das AIM2-Inflammasom erkannt, NLRP3 spielt bei der Aktivierung durch 


























In unserer Haut bildet die Keratinozytenschicht die erste Barriere, die ein Pathogen 
überwinden muss, um in unseren Organismus eindringen zu können. Die Hauptfunk-
tion von Keratinozyten ist es dieses Eindringen zu verhindern und ggf. das Immun-
system zu alarmieren. Um diese Aufgabe möglichst effektiv erfüllen zu können, ver-
fügen sie über verschiedene Möglichkeiten und Mechanismen zur Erkennung dieser 
pathogenen Erreger. In Keratinozyten besonders gut charakterisiert und in der Einlei-
tung dieser Arbeit bereits ausführlich besprochen sind die Inflammasome, insbeson-
dere das AIM2- und das NLRP3-Inflammasom (Dombrowski et al., 2012). 
 
NLRP3 wird durch verschiedenste Pathogene aktiviert, wie z.B. das Milbenallergen 
(Dai et al., 2011), aber auch Viren und Bakterien (Stutz et al, 2009). Das AIM2-
Inflammasom dagegen wird über doppelsträngige DNA, die sowohl exogener (z.B. 
vom Pathogen selbst) oder endogener (körpereigen, aus dem Zytosol) Herkunft sein 
kann, aktiviert (Dombrowski et al., 2011, Jones et al., 2010). 
 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass der Bienengiftbe-
standteil Melittin über die Freisetzung von mtDNA ebenfalls eine Formation des 
AIM2-Inflammasoms in Keratinozyten bewirkt und somit letztlich zu einer IL-1β Pro-
duktion und einer Entzündungsreaktion führt. Die toxische Wirkung von Melittin führt 
über eine Schädigung der Zellmembran zu deren Instabilität und zu einer Porenbil-
dung in der Membran mit einer Größe von bis zu 20 Å. Diese Porengröße ist ausrei-
chend groß, so dass DNA aus Mitochondrien und auch aus dem Zellkern passiv ins 
Zytosol diffundieren kann (Matsuzaki et al., 1997, Raghuraman et al., 2007). 
 
Tatsächlich konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Melittin eine 
Schädigung von Mitochondrien und auch eine Freisetzung mitochondrialer DNA 
(mtDNA) ins Zytosol der Zelle bewirkt. Diese mtDNA wiederum ist in der Lage, das 
AIM2-Inflammasom zu aktivieren und eine IL-1β Produktion hervorzurufen. Zusätz-
lich konnte gezeigt werden, dass die freigesetzte Menge an IL-1β abhängig ist von 
der Konzentration der eingesetzten mtDNA. Je höher die Konzentration der mtDNA, 




IL-1β ist ein Zytokin der angeborenen Immunabwehr, das über mehrere Wege se-
zerniert werden kann. Ein möglicher Weg führt über die Inflammasome. Sowohl 
NLRP3, als auch AIM2 und Caspase 1 als ein Teil des AIM2-Inflammasoms, führen 
letztlich zu einer Ausschüttung von IL-1β (Stutz et al., 2009). AIM2 ist ein Sensor für 
doppelsträngige DNA im Zytosol (Alnemri, 2010, Fernandes-Alnemri et al., 2009, 
Stutz et al., 2009). Unsere Ergebnisse zeigen darüber hinaus, dass nicht nur geno-
mische DNA, sondern auch doppelsträngige mitochondriale DNA das AIM2-
Inflammasom aktivieren kann. Vom NLRP3-Inflammasom ist die Sekretion dagegen 
unabhängig. Im Vergleich zum AIM2-Inflammasom führt die Herunterregulation des 
NLRP3-Inflammasoms mit der entsprechenden siRNA nur zu einem geringen Abfall 
der freigesetzen IL-1β Menge um etwa 10%, wohingegen die Ausschaltung des 
AIM2-Inflammasoms zu einem Rückgang der IL-1β Konzentration um etwa 60% 
führt. Obwohl die Ausschaltung von NLRP3 nur einen Rückgang von etwa 10% in 
der IL-1β Sekretion zeigte und somit AIM2 deutlich als verantwortliches Inflammasom 
identifiziert werden konnte, ist im Rahmen dieser Arbeit dennoch die Rolle von 
NLRP3 zu diskutieren. 
  
NLRP3 gehört zur Gruppe der NOD-like Rezeptoren (NLRs) und somit zur Familie 
der pattern recognition receptors, den PRRs, die körperfremde Stoffe oder geschä-
digtes Gewebe aufspüren und Mechanismen zu deren Reparatur auslösen (Tschopp, 
2011). Neben den pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), können auch 
endogene Signale oder damage-associated molecular patterns (DAMPs) wie ATP 
das NLRP3-Inflammasom aktivieren. Nach neuesten Erkenntnissen scheint es aber 
unwahrscheinlich zu sein, dass NLRP3 durch direkte Bindung an die eingedrunge-
nen Erreger aktiviert wird, wie es z.B. bei den Toll-like-Rezeptoren (TLRs) der Fall ist. 
Dafür ist das Spektrum der möglichen Aktivatoren und auch ihre Struktur zu vielsei-
tig. Viel wahrscheinlicher und letztlich auch bestätigt ist es, dass die eingedrungenen 
Erreger eine bestimmte Organelle der Zelle beeinflussen und die Reaktion dieser 
Organelle darauf NLRP3 aktiviert. Der gemeinsame Endpunkt aller möglichen Aktiva-
toren von NLRP3 endet in der Bildung von reactive oxygen species (ROS). ROS ist 
in der Lage das NLRP3-Inflammasom zu aktivieren und eine IL-1β Sekretion zu be-
wirken. Die Hauptquelle von ROS in der Zelle stellen die Mitochondrien dar. Unter-
schiedlichste Stressoren, darunter auch eine Störung der Membranintegrität oder 




Normalerweise werden nicht mehr intakte Mitochondrien durch Autophagozytose be-
seitigt, sodass keine ROS-Produktion mehr stattfindet. Es konnte in Versuchen von 
Zhou et al. gezeigt werden, dass eine Unterbindung der Autophagozytose zu einer 
Ansammlung kaputter Mitochondrien und demzufolge einem Ansteigen der gemes-
senen mitochondrialen ROS-Produktion und einem parallelen Ansteigen der Inflam-
masom-produzierten IL-1β Menge führt (Tschopp, 2011, Zhou et al., 2011). Dieser 
Aktivierungsweg scheint bei der Stimulation der Zelle mit Melittin keine Rolle zu spie-
len. Eine Blockierung des NLRP3-Inflammasoms in unseren Versuchen zeigte nur 
ein geringes Abfallen der IL-1β Produktion. Demzufolge scheint Melittin die Mito-
chondrien nicht zur ROS-Produktion anzuregen, so dass davon ausgegangen wer-
den kann, dass allein die doppelsträngige mtDNA die tragende und wohl auch allei-
nige Rolle für die Inflammasomaktivierung spielt.  
 
Doch nicht nur IL-1β, sondern auch IL-18 wird Caspase-vermittelt nach der Inflam-
masomaktivierung freigesetzt. Beide Zytokine spielen eine wichtige Rolle in der TH2-
Aktivierung. IL-18 vermittelt zudem neben der Aktivierung von IL-13 und IL-4, auch 
die IgE-Produktion (Enokkson et al., 2011, Nakanishi et al., 2001). IL-1β dagegen 
spielt durch die Aktivierung von Antigen-präsentierenden Zellen (APCs) eine bedeu-
tende Rolle bei der allergischen Sensibilisierung und vermittelt gemeinsam mit TNF-α 
und IL-18 die Einwanderung von Langerhans‘ Zellen von der Epidermis in die zuge-
hörigen Lymphknoten bei Kontakt mit einem Allergen (Cumberbatch et al., 1997, An-
tonopoulos et al., 2008).   
 
Die toxische Wirkung von Melittin auf die Keratinozyten besteht aus einer Schädi-
gung der Zellmembran mit folglicher Instabilität und Porenbildung, durch die sowohl 
mitochondriale DNA (mtDNA) als auch genomische DNA (gDNA) ins Zytosol diffun-
dieren können (Matsuzaki et al., 1997, Raghuraman et al., 2007). Mit Hilfe des Mito-
tracker Farbstoffs wurden (Nachweis der Mitochondrienzerstörung mittels FACS) Mi-
tochondrien angefärbt, nachdem Keratinozyten mit dem Bienengiftbestandteil Melittin 
behandelt wurden. In diesem Versuch machte man sich zu Nutzen, dass der Farb-
stoff spezifisch intakte Mitochondrien anfärbt, indem er entlang deren Membranpo-
tenzial passiv in die Mitochondrien diffundiert. Mitochondrien, die durch Melittin in 
ihrer Membranstabilität gestört sind, werden somit nicht durch den Farbstoff ange-




Menge an Farbstoff, die in die Mitochondrien diffundieren konnte, und dem ermittel-
ten Fluoreszenzsignal. Je weniger stabil das Mitochondrienmembranpotential war, 
desto geringer war auch das Fluoreszenzsignal in der FACS-Auswertung. D.h. je ge-
ringer das Signal in der FACS-Messung war, desto „durchlässiger“ waren auch die 
Mitochondrien. Dabei wurde nicht nur eine deutliche Verringerung der Anzahl intakter 
Mitochondrien, sondern auch die Korrelation mit der Höhe der Melittinkonzentration 
sichtbar: Je höher die Konzentration des Gifts war, desto geringer war das ermittelte 
Fluoreszenzsignal. 
 
Mit ansteigenden Konzentrationen der mtDNA nahm auch die sezernierte Menge an 
IL-1β zu. Geht man davon aus, dass IL-1β das Produkt aus der Aktivierung von AIM2 
durch mtDNA ist, liegt die Vermutung nahe, dass die Menge an mtDNA mit der An-
zahl an zerstörten Mitochondrien zunimmt und dementsprechend zu einer höheren 
Freisetzung von IL-1β führt. Es konnte bereits mehrfach nachgewiesen werden, dass 
Melittin durch die Herunterregulation von anti-apoptotischen Elementen, wie dem Bcl-
2 Gen, die Zellapoptose induziert (Moon et al., 2008). Im Rahmen dieser Arbeit konn-
te nun gezeigt werden, dass Melittin nicht nur zu einer Zellapoptose führt, sondern 
auch direkt toxisch auf die Mitochondrien wirkt, indem es vermutlich die Membranin-
tegrität der Mitochondrien zerstört und im Zuge dessen die Freisetzung von deren 
DNA ins Zytosol bewirkt. Diese konnte mittels PCR amplifiziert werden, mit Hilfe der 
Gelelektrophorese über das mitochondrienspezifische COX3 Gen sicher als mtDNA 
identifiziert werden und so direkt im Zytosol sichtbar gemacht werden. 
 
Die Freisetzung der mtDNA ins Zytosol als Voraussetzung für eine AIM2-
Inflammasomaktivierung wurde somit nachgewiesen. Ungeklärt bleibt dabei jedoch 
die Frage, ob die Zellen in Folge der Melittinbehandlung und der daraus resultieren-
den DNA-Freisetzung sterben. Die IL-1β Sekretion könnte in diesem Zusammenhang 
dann als „letzter Alarmruf“ verstanden werden. Eine weitere Möglichkeit wäre aller-
dings auch noch, dass sich die Zellen nach der Stimulation wieder erholen. Was al-
lerdings wirklich nach der IL-1β Sekretion mit den Zellen geschieht, bleibt Inhalt wei-
terer Forschung. 
 
Dass mtDNA in der Lage ist, eine Inflammasomaktivierung zu bewirken, konnte  ge-




Menge an frei werdender mtDNA aus den Mitochondrien der NHEK nach Stimulation 
mit Melittin jedoch tatsächlich ausreichend hoch ist, um das AIM2-Inflammasom en-
dogen zu aktivieren, war zunächst unklar. 
 
Deshalb wurden NHEK zunächst mit Melittin behandelt und im Anschluss die DNA 
aus dem Zytosol der Zellen gewonnen. Diese aufgereinigte DNA wurde daraufhin in 
eine neue Population NHEK transfiziert und mittels ELISA die IL-1β Freisetzung ge-
messen. Auch hier zeigte sich eine deutliche IL-1β Sekretion, so dass davon ausge-
gangen werden kann, dass die Menge an freigesetzter DNA (bestehend aus mtDNA, 
aber wohl auch genomischer DNA), die bei der Stimulation der Keratinozyten mit Me-
littin ins Zytosol gelangt, ausreichend ist, um von AIM2 erkannt zu werden, eine In-
flammasomaktivierung auszulösen und somit eine Entzündungsreaktion durch IL-1β 
zu initiieren. 
 
Hornung et al. beschrieben bereits 2009, dass das AIM2-Inflammasom mittels seiner 
HIN200-Domäne DNA bindet (Hornung et al., 2009). Im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass AIM2 in Keratinozyten nicht nur durch 
virale, mikrobielle oder synthetische DNA aktiviert werden kann, sondern dass auch 
endogene mtDNA dazu in der Lage ist, vorausgesetzt sie gelangt in ausreichender 
Menge ins Zytosol. 
 
Die bislang beschriebenen Versuche haben vor allem mittels PCR und ELISA ge-
zeigt, dass durch eine Stimulation von NHEK mit Melittin eine Freisetzung von mito-
chondrialer DNA (mtDNA) ins Zytosol der Zellen erfolgt, die wiederum über die Akti-
vierung des AIM2-Inflammasoms zu einer IL-1β Freisetzung führt. In weiteren Versu-
chen konnte der Zusammenhang zwischen Melittin, mtDNA und Inflammasomaktivie-
rung auch mittels ASC-CFP-Makrophagen in der Fluoreszenzmikroskopie bildlich 
gemacht werden. Kritisch in diesen Versuchsteilen zu betrachten ist, dass sich eine 
geringere Inflammasomaktivierung auch bei den Makrophagen, die mit DNA aus 
nicht-Melittin behandelten NHEKs transfiziert wurden, gezeigt hat. Die Mitochondrien 
in unbehandelten NHEKs sollten intakt sein. Demzufolge sollte auch keine mtDNA 
aus dem Zytosol zu isolieren sein, welche man anschließend in die ASC-CFP-
Makrophagen transfizieren kann. Dennoch zeigte sich eine dezente Inflammasomak-




Transfektionsreagenz, welches selbst eine Inflammasomaktivierung bewirken könnte. 
Festzuhalten bleibt jedoch, dass die Aktivierung der Inflammasome in den Makro-
phagen, die mit der DNA aus unbehandelten Zellen transfiziert wurden, deutlich ge-
ringer war als die Inflammasomaktivierung in den Makrophagen, die mit der aufgerei-
nigten DNA aus dem Zytosol von mit Melittin behandelten Zellen transfiziert wurden. 
 
Darüber hinaus erfolgten alle vorhergehenden Versuche mit NHEK, der Fluores-
zenzmikroskopieversuch jedoch mit Makrophagen. Der Grund für die Durchführung 
der Versuche mit Makrophagen und nicht mit NHEK war, dass NHEKs nur sehr in-
stabil und transient mit dem Plasmid (das ASC-CFP kodiert) zu transfizieren waren 
und es nicht möglich war, in diesen Zellen das Plasmid erfolgreich zu exprimieren. 
 
Bleibt zu diskutieren, wie die gewonnenen Ergebnisse zukünftig genutzt und ange-
wandt werden können: Bienengift mit seinem Hauptbestandteil Melittin spielt in der 
heutigen Medizin eine große Rolle. Viele Menschen leiden unter einer allergischen 
Unverträglichkeit gegenüber dem Gift der Honigbiene, die bei besonders ausgepräg-
ten Krankheitsbildern bis hin zum anaphylaktischen Schock reichen kann (Coors et 
al., 2010). Die Möglichkeit dieses lebensbedrohlichen Krankheitsbildes macht bereits 
die Wichtigkeit deutlich, den Signalweg in der Haut nach einer Stimulation mit Bie-
nengift, bzw. Melittin, zu erforschen und zu verstehen, um so letztlich die bestehen-
den therapeutischen Ansatzpunkte zu optimieren. Der derzeitige Goldstandard in der 
Therapie der Typ-I-Allergie, zu der auch die Insektengiftallergie zählt, besteht in der 
Allergenkarenz. Bei besonders schweren Unverträglichkeiten und vor allem im Rah-
men der Insektengiftallergie mit der Möglichkeit des anaphylaktischen Schocks 
kommt neben einem Antihistaminikum und Adrenalin auch ein Kortikosteroid zum 
Einsatz (Coors et al., 2010). 
 
Ein noch besserer Therapieansatz wäre jedoch nicht die Bekämpfung des bereits 
bestehenden Problems, nämlich den Folgen der Bienengiftunverträglichkeit, sondern 
die Unterbindung der Sensibilisierung des Patienten gegen das Gift der Honigbiene 
mit all seinen Bestandteilen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, was ge-
nau sich im Zytosol einer Zelle abspielt, nachdem es zu einem Kontakt mit Bienengift 
gekommen ist. Durch die Inflammasomaktivierung entsteht ein Zytokinmikromilieu, 




setzung von IL-1β und IL-18 bewirkt eine Aktivierung von TH2-Zellen. TH2-Zellen 
produzieren dann wiederum Zytokine und Botenstoffe, welche die B-Lymphozyten 
zur Ausschüttung von IgE stimulieren. Dieser Reaktionsweg spielt eine bedeutende 
Rolle im Rahmen von Autoimmunerkrankungen, aber auch bei der Sensibilisierung 
von prädisponierten Personen auf bestimmte Allergene. Demzufolge sind Inflamma-
somaktivierung, TH2-Anlockung und allergische Sensibilisierung miteinander ver-
bunden. Könnte man die Freisetzung von IL-1β verhindern, wäre auch der Weg zur 
allergischen Sensibilisierung unterbunden. Dies ist allerdings nur hypothetisch mög-
lich, dennoch ist es von großer Bedeutung die Entzündungsmechanismen in der 
Haut nach einem Bienenstich besser zu verstehen. Durch die im Rahmen dieser Ar-
beit gemachte Entdeckung, dass mtDNA dabei eine Inflammasomaktivierung bewirkt 
und für das oben beschriebene Zytokinmikromilieu sorgt, konnte deutlich zu einem 
besseren Verständnis der Entzündungsmechanismen beigetragen werden 
(Dombrowski et al., 2012). 
 
Eine hypothetische Überlegung bezüglich der Anwendbarkeit der beschriebenen Er-
gebnisse wäre beispielsweise eine Stabilisierung der Mitochondrienmembran gegen-
über dem Bienengift zu bewirken. Auslösender Faktor für die AIM2-Aktivierung ist die 
frei werdende mtDNA aus den durch das Melittin zerstörten Mitochondrien. Könnte 
es gelingen, die Mitochondrienmembran gegen den Bienengiftbestandteil Melittin zu 
stabilisieren, würde ein Übertreten der mtDNA ins Zytosol verhindert werden und 
somit AIM2 nicht aktiviert werden können. Folglich bliebe auch eine IL-1β Sekretion 
aus. Diese Möglichkeit macht man sich auf der Ebene der normalen Zellmembran mit 
dem Einsatz der Kortikoide bereits zu Nutze: Diese führen über eine Einlagerung in 
die Lipiddoppelschicht der Zellmembran zu einer Änderung der Membraneigenschaft 
und stabilisieren u.a. über Erhöhung der osmotischen Resistenz die Membran (Her-
degen, 2008). Ob Kortikoide auch einen Einfluss auf die Mitochondrienmembran ha-
ben, ist jedoch unklar. 
 
Schlussendlich ist festzuhalten, dass das Verständnis der Inflammasomaktivierung 
und das daraus resultierende Zytokinmikromilieu aus IL-1β und IL-18 grundlegend 
dafür ist, der Sensibilisierung einzelner Patienten auf das Gift der Honigbiene entge-







Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Frage nach der AIM2-
Inflammasomaktivierung in der Haut nach Stimulation mit dem Bienengifthauptbe-
standteil Melittin. Vorversuche zeigten bereits, dass doppelsträngige (ds), genomi-
sche DNA in der Lage dazu ist, eine Inflammasomaktivierung zu verursachen, die 
letztlich zu einer Freisetzung der Entzündungsmediatoren IL-1β und IL-18 führt. Bei-
de Zytokine spielen eine wichtige Rolle bei der allergischen Sensibilisierung. Die 
Überlegung hinter den Versuchen zu dieser Arbeit war, ob eine Inflammasomaktivie-
rung auch durch die ebenfalls doppelsträngige, mitochondriale DNA (mtDNA) gelingt 
und ob die Stimulation der Zellen mit Melittin zu einer ausreichend hohen Menge an 
freigesetzter mtDNA führt, um eine solche Aktivierung überhaupt zu ermöglichen. Die 
Versuche erfolgten mit primären humanen epidermalen Keratinozyten (NHEK) und 
ASC-CFP-exprimierenden Makrophagen. Methodisch kamen der IL-1β ELISA, PCR, 
FACS-Messungen und die Fluoreszenzmikroskopie zum Einsatz. Die Ergebnisse der 
Arbeit zeigten, dass nicht nur genomische, virale und mikrobielle DNA, sondern auch 
mtDNA in der Lage dazu ist, das AIM2-Inflammasom zu aktivieren, vorausgesetzt sie 
gelangt ins Zytosol. Diese Inflammasomaktivität führt wiederum zu einer Aktivierung 
der Caspase 1 und so über die Produktion von IL-1β zu einer Entzündungsreaktion. 
Des Weiteren ließ sich mit Hilfe der FACS-Messung erkennen, dass Melittin direkt 
toxisch auf Mitochondrien wirkt und diese in ihrer Membranstabilität stört. Die Me-
littinwirkung auf die Mitochondrien bewirkt eine Freisetzung der mtDNA ins Zytosol, 
wo diese mittels PCR nachgewiesen werden konnte. Der sich anschließende IL-1β 
ELISA bestätigte, dass diese frei werdende Menge an mtDNA ausreichend ist, um 
das AIM2-Inflammsom zu aktivieren. Schlussfolgernd kann festgehalten werden, 
dass der Bienengifthauptbestandteil Melittin toxisch auf Mitochondrien in humanen 
Keratinozyten wirkt und so zu einer Freisetzung von mtDNA ins Zytosol führt, wo die 
dsDNA anschließend von dem AIM2-Inflammasomkomplex detektiert und gebunden 
wird und so letztlich über eine Caspase 1 Aktivierung zu einer Freisetzung der Ent-
zündungsmediatoren IL-1β und IL-18 führt. Dieses Zytokinmikromilieu bildet die per-
fekte Umgebung, um über eine Aktivierung von TH2-Zellen eine allergische Sensibili-
sierung zu begünstigen. Die klinische Relevanz, den Signalweg in der Haut und das 
daraus resultierende Zytokinmilieu nach einem Bienenstich im Rahmen dieser For-




nengiftunverträglichkeit in der Bevölkerung, auch deren Gefährlichkeit mit der Mög-
lichkeit eines lebensbedrohlichen anaphylaktischen Schocks betrachtet. Umso wich-
tiger ist es, die Bedeutung der Inflammasome in diesem Zusammenhang zu verste-
hen und so die Möglichkeit zu eröffnen, der Sensibilisierung einzelner Patienten auf 
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